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Tγδ  - Linfócitos T gama -delta 
TBE  - Tampão Tris-Borato-EDTA 
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TCR  - Receptor da Célula T  
TFA  - (Tissue Factor Activity) – Fator de Atividade Tissular 
TGF-β  - Fator β Transformante do Crescimento 
TGFβ-2  - Fator β-2 Transformante do Crescimento 
TGFB - Fator β Transformante do Crescimento (gene) 
Th0  - Células T Auxiliares do tipo zero 
Th1  - Células T Auxiliares do tipo 1 
Th2  - Células T Auxiliares do tipo 2 
TNF - Gene que codifica a Citocina TNF-α 
TNF-α  - Fator de Necrose Tumoral alfa 
TNF-RI - Receptor  do tipo I do TNF 






A complicação mais comum na gravidez é o abortamento espontâneo, com cerca 
de 31-57% dos embriões humanos implantados sendo abortados antes de 14-20 
semanas de gestação. O abortamento espontâneo recorrente (RSA) é definido 
como dois ou mais abortamentos espontâneos consecutivos, e a maioria deles 
(60-70%) permanece inexplicada. Existem estudos sugerindo que os genes HLA e 
os genes das citocinas podem ter um papel importante no RSA. Considerando 
alguns relatos que mostram uma correlação entre RSA e alelos HLA e SNPs de 
citocinas, este estudo teve como objetivo investigar a relação entre RSA com  
polimorfismos nos genes IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 
G>A), IFNG (+874 T>A), HLA-DQB1 e HLA-DRB1. A amostra incluiu sessenta e 
duas mulheres caucasóides com RSA de causa desconhecida e sem nenhuma 
gravidez prévia, todas com história de 2 ou mais abortos de primeiro trimestre. Os 
controles constaram de setenta e seis mulheres caucasóides saudáveis, que 
haviam tido pelo menos dois filhos. A abordagem foi estudo de associação caso-
controle, o DNA foi extraído de sangue periférico pela técnica de salting-out e a 
identificação das variantes polimórficas de todos os genes investigados foi 
realizada pelo método da PCR-SSP. As freqüências genotípicas das variantes 
alélicas de todos os genes analisados estavam em equilíbrio de Hardy-Weinberg 
nas amostras de pacientes e de controles. Não foi observada associação 
significativa do RSA com as variantes das posições -1082, -819 e -592 do gene 
IL10, e tampouco com as variantes de TNF -308 e IFNG +874. Estes dados 
indicam que as variantes polimórficas destes genes não influenciam na 
predisposição ao RSA. Foi encontrada uma associação positiva entre RSA e o 
alelo DRB1*1104, o qual estava presente em 6% dos pacientes e em 1% dos 
controles (  ρ=0,045; OR=6,76 [CI 95%=0,67-57,71]); e uma associação negativa 
entre RSA e o genótipo HLA-DQB1*02/HLA-DQB1*03, observado em 5,01% dos 
pacientes e em 20,55% dos controles (ρ=0,011; OR= 0,21[IC95%=0,06 – 0,75]). 
Estes resultados sugerem que o alelo DRB1*1104 possa ser um fator genético de 
predisposição ao RSA, embora não possa ser descartada a possibilidade dele 
estar em desequilíbrio de ligação com o verdadeiro alelo de susceptibilidade.  O 
genótipo HLA-DQB1*02 / DQB1*03 parece conferir um efeito protetor ao RSA. 
Outros estudos com maior poder estatístico, em amostras de maior tamanho, são 
necessários para confirmar essa hipótese.  
 
 







The most common complication of pregnancy is the spontaneous abortion, with 
about 31-57% of implanted embryos in humans being aborted before 14 to 20 
weeks of gestation. Recurrent spontaneous abortion (RSA) is defined as two or 
more consecutive spontaneous abortion, and a high proportion (60-70%) of RSA 
remains unexplained. There are studies pointing to HLA genes as well as cytokine 
genes as playing a role in the RSA. Considering that some reports  indicate a 
correlation between RSA with particular HLA alleles and certain single nucleotide 
polymorphisms of cytokine genes, the present study aimed at investigating the 
relationship between unexplained RSA with IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 
C>A), TNF (-308 G>A), IFNG (+874 T>A), HLA-DQB1 and HLA-DRB1 gene 
polymorphisms. The sample included sixty-two caucasian women with 
unexplained RSA and no previous successful pregnancy, all of them with a history 
of ≥2 consecutive first-trimester unexplained miscarriages. The control group 
consisted of seventy-six healthy caucasian women, who had had at least two 
children. The approach was an association study in a case-control design. DNA 
was isolated from peripheral blood by salting out technique and typing of the 
polymorphic variants of all genes investigated in this study was performed by 
PCR-SSP. Genotypic frequencies of allelic variants of all analyzed genes were in 
Hardy-Weinberg equilibrium in both patient and control samples. No significant 
association of RSA was observed either with variants at positions -1082, -829 and 
-592 of IL10 gene or with variants of TNF -308 and IFNG +874. These data show 
that polymorphic variants of these genes do not seem to influence in the 
predisposition to RSA. It was found a positive association between RSA and 
DRB1*1104 allele which was present in 6% of patients and in 1% of controls 
(ρ=0,045; OR=6,76 [CI 95%=0,67-57,71]); and a negative association between 
RSA and HLA-DQB1*02/HLA-DQB1*03 genotype which was seen in 5,01% of 
patients and 20,55% of controls (ρ=0,011; OR= 0,21[ IC95%=0,06 – 0,75]). These 
results suggest that DRB1*1104 may be a genetic factor predisposing to RSA, 
although the possibility of this allele being in linkage disequilibrium with the real 
susceptibility allele can not be disregarded. On the other hand, the HLA-DQB1*02 
and HLA-DQB1*03 genotype seems to confer protection from RSA. Nonetheless, 














Dentre os fatores que comprometem a continuidade de uma gestação há 
um consenso a respeito da influência dos fatores endócrinos, genéticos, 
anatômicos, infecciosos, e mais recentemente, imunológicos. O sistema imune 
materno pode estimular ou inibir o crescimento e sobrevivência da unidade 
fetoplacentária, mas o mecanismo envolvido, os mediadores-chave, modo de 
ação e a extensão da influência do sistema imune sobre a gestação ainda são 
bastante obscuros (RAGHUPATHY e TANGRI, 1996). 
As causas dos abortamentos espontâneos recorrentes (RSAs) são 
desconhecidas em aproximadamente 60 a 70% dos casos (CLARK e CHAOUAT, 
1989; HILL, 1991).  
Polimorfismos nos genes associados a fenótipos altos e baixos produtores 
de citocinas, incluindo TNF, IFNG, IL10, IL6 e TGFB1 têm sido descritos 
(WILSON et al., 1992; TURNER et al., 1997a; PERREY et al., 1998, 1999; 
PRAVICA et al., 1999). 
Algumas mulheres, com RSAs idiopáticos, apresentam produção 
aumentada de citocinas pró-inflamatórias, como TNF-α e IFN-γ e níveis 
diminuídos de citocinas antiinflamatórias como a IL-10 (HILL, POLGAR e 
ANDERSON, 1995). As razões, para essas variações dos níveis de produção de 
citocinas, são desconhecidas. 
Interações gênicas não-alélicas (epistasia), dentre as quais ações 
sinergísticas, antagônicas e complementares, são um fenômeno amplamente 
conhecido em genética. Nesse contexto, a investigação do polimorfismo nos 
genes HLA traria subsídios aos estudos relacionados à reprodução humana face 
às evidências de que produtos dos genes HLA, além de induzirem resposta 
aloimune materna, o que tem sido considerado como fator favorável à 
implantação e desenvolvimento embrionários, também influencia na produção de 
citocinas (WILSON et al., 1993).  
Este estudo investiga a hipótese de variantes polimórficas dos genes IL10, 




2 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS 
2.1.  Estimar e comparar as freqüências alélicas, genotípicas e de portadores 
das  variantes  alélicas  de  IL10 (-1082 G>A,  -819 C>T,  -592 C>A), TNF 
(-308A>G), e IFNG (+874 T>A) entre mulheres-pacientes com RSA e 
mulheres-controle. Testar o equilíbrio de Hardy-Weinberg em ambas as 
amostras.  
2.1.1 Comparar as freqüências dos genótipos responsáveis pelos diferentes 
níveis de produção das citocinas IL-10, TNF-α e IFN-γ, agrupados de 
acordo com o critério fenotípico de alto, intermediário e baixo produtor, 
entre mulheres-pacientes com RSA e mulheres-controle. 
2.2 Estimar e comparar as freqüências  de  combinações  genotípicas de TNF 
(-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) agrupados conforme fenótipo “Produção de 
Citocinas) (alto, intermediário e baixo) entre mulheres-pacientes com RSA 
e mulheres-controle.  
2.3  Estimar e comparar as freqüências genotípicas e de portadores de alelos 
HLA-DQB1 e HLA-DRB1, bem como as freqüências haplotípicas das 
variantes dos genes HLA-DQB1 e HLA-DRB1, entre mulheres-pacientes 
com RSA e mulheres-controle. Testar o equilíbrio de Hardy-Weinberg em 
ambas as amostras. 
2.3.1 Estimar e comparar as freqüências dos haplótipos constituídos de alelos e 
também de grupos alélicos dos genes HLA-DQB1 e HLA-DRB1 entre 
mulheres-pacientes com RSA e mulheres-controle.  
2.4 Estimar e comparar as freqüências de portadores de combinações de 
variantes alélicas de HLA-DRB1 e de IL-10 (-1082 G>A e -592 C>A), as 
freqüências haplotípicas de HLA-DRB1/TNF (-308A>G) e as freqüências de 
portadores de combinações alélicas de HLA-DRB1 e IFNG (+874 T>A) 
entre mulheres-pacientes com RSA e mulheres-controle. 
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Essas análises nos permitem investigar se variantes alélicas ou genótipos 
de IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308A>G), IFNG (+874 T>A), 
HLA-DQB1 e HLA-DRB1, isoladamente ou em conjunto, constituem fatores de 











3 REVISÃO DA LITERATURA 
 
3.1 ABORTAMENTO ESPONTÂNEO RECORRENTE E RESPOSTA 
IMUNE  
 
3.1.1 Abortamento Espontâneo Recorrente e Suas Causas 
Define-se abortamento espontâneo recorrente (RSA) como duas ou mais 
perdas espontâneas e consecutivas, que ocorrem até a vigésima semana do período 
gestacional (COULAM, 1986; BYRNE e WARD, 1994; COULAM e STERN, 1994). 
Dados epidemiológicos dos RSAs evidenciam que a freqüência de um 
aborto espontâneo ocorre em torno de 15%. Sendo assim, a chance de que um 
casal tenha dois abortos consecutivos seria (15%)2  ou 2,3%, enquanto três perdas 
poderiam ocorrer em (15%)3 ou 0,3% dos casais, considerando-se a independência 
dos eventos. A prevalência de casais com três RSAs varia de 0,4% a 1%, uma 
incidência mais alta do que aquela esperada ao acaso (WARBURTON e FRASER, 
1964; COULAN e STERN, 1994; FORBES, 1997). Portanto, além de fatores não-
genéticos, genes específicos devem estar contribuindo para a não-ocorrência da 
implantação do embrião e do conseqüente abortamento (COULAM, 1986). O 
percentual de abortamentos espontâneos atinge índices mais elevados (31 a 57%) 
quando gestações são investigadas pela ß-HCG (gonadotrofina coriônica humana 
ß) (EDMONDS et al., 1982; WILCOX et al., 1988).  
As causas de perda gestacional recorrente podem ser divididas em quatro 
grandes categorias: (1) citogenéticas, 25%; (2) anatômicas, 25%; (3) hormonais, 
10%, e (4) outras, 40% (dessas,cerca de 50% têm sido associadas a causas 
imunológicas) (ANSARI e KIRKPATRICK, 1998). 
Anormalidades citogenéticas podem ser encontradas em mais de 50 a 60% 
das perdas gestacionais de primeiro trimestre, principalmente aquelas com idade 
gestacional entre seis a oito semanas (KAJII et al., 1980; STIRRAT, 1990a; b). As 
causas citogenéticas, entretanto, declinam com o avanço da gravidez, e, em torno 
da oitava semana de gestação, representam menos de 5% dos abortamentos 
espontâneos (CARP et al., 1990). 
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Anomalias anatômicas do corpo uterino (más-formações, leiomiomas e 
sinéquias) podem resultar em perda gestacional precoce, mas, em geral, são 
causas de aborto no segundo/terceiro trimestre. Alterações do útero (corpo e 
cérvix) também podem resultar em parto prematuro que ocasionam a morte fetal 
(CARP et al., 1990). 
Anormalidades do ducto Mülleriano, como útero bicorne ou septado e 
leiomiomas, são as alterações anatômicas mais importantes associadas à perda 
gestacional recorrente (HASSIAKOS e ZOURLAS, 1990). Sinéquia uterina pode 
ser um fator que contribui com aproximadamente 5% dos casos, e ocorre 
normalmente em decorrência da utilização de algum tipo de instrumentação 
uterina, como curetagem, dispositivo intra-uterino ou miomectomia. Os fatores 
apontados como determinantes da perda gestacional quando há má-formação 
uterina, leiomiomas submucosos ou cicatriz intra-uterina, comprometem o 
suprimento sangüíneo para a implantação e crescimento fetal (LEES e 
SUTHERST, 1974; HEINONEN e PYSTYNEN, 1983; ROCK e MURPHY, 1986). 
Com relação às causas hormonais, a principal causa de perda gestacional 
recorrente é a fase lútea inadequada, na qual o nível de progesterona, por 
ocasião da ovulação, é menor que 10 ng/mL (HENSLEIGH e FAINSTAT, 1979). 
Outras alterações endócrinas que poderiam afetar a gravidez são diabetes, 
hipotireoidismo, hipertireoidismo e hipercortisolemia (ANSARI e KIRKPATRICK, 
1998). 
Doenças infecciosas causadas por patógenos como: Listeria, Salmonella, 
Campylobacter, Brucella, Chlamydia, Toxoplasma gondii, Treponema pallidum, 
Varicella, citomegalovírus, vírus da rubéola, herpes vírus, micoplasma, têm sido 
associadas às perdas gestacionais; no entanto, seus efeitos sobre o abortamento 
espontâneo recorrente não foram conclusivos (ANSARI e KIRKPATRICK, 1998). 
Várias toxinas ambientais, como o álcool e componentes do tabaco, podem 
contribuir para o abortamento espontâneo (HARLAP e SHIONO, 1980; 
McDONALD, ARMSTRONG e SLOAN, 1992). Exposição a radiações ionizantes e 
algumas drogas quimioterápicas, também têm sido relacionadas como fatores de 
risco na gravidez (POLIFKA e FRIEDMAN, 1991). 
Com relação às causas imunológicas, fatores auto-imunes, incluindo 
anticorpos antifosfolipídeos, como anticorpos anticardiolipina e anticoagulante 
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lúpico estão relacionados às perdas gestacionais. Anticorpos antifosfolipídeos 
ligam-se a fosfolipídeos e, clinicamente, podem resultar em eventos 
tromboembólicos, incluindo infarto placentário. Estudos demonstram que 
mulheres com esses anticorpos apresentam 70% de risco de perda gestacional 
recorrente (INFANTE-RIVARD et al., 1991; BRANCH et al., 1992). 
Ainda com relação às causas imunológicas, mecanismos aloimunes foram 
propostos como mediadores de perdas gestacionais recorrentes (FRASER, 
GRIMES e SCHULZ, 1993; COULAM, 1995). Nesse contexto, vários estudos 
investigaram o papel dos Antígenos Leucocitários Humanos (HLA) do casal, sem 
resultados conclusivos. Mais recentemente, mudou-se o foco para mecanismos 
inflamatórios mediados por citocinas, face às evidências de que linfócitos de 
mulheres com história de RSA são direcionados para uma resposta de citocinas 
com padrão Th1(pró-inflamatória) diferentemente daquelas com gestações 
normais, nas quais se observa uma resposta antiinflamatória característica de 
linfócitos Th2 (WEGMANN et al., 1993). 
3.1.2 Citocinas 
Citocinas são polipeptídeos que atuam de forma não-enzimática, em 
concentrações nanomolares ou picomolares, regulando crescimento, 
diferenciação e função de várias células e linhagens celulares. Essas moléculas 
foram originalmente identificadas, descritas e denominadas de acordo com seu 
papel sobre células linfo-hematopoéticas (METCALF et al., 1989), mas, sabe-se 
que apresentam uma variedade de funções, atuando em processos fisiológicos e 
fisiopatológicos. O termo citocina se restringe às moléculas originalmente 
denominadas interleucinas, linfocinas, monocinas, fatores estimuladores de 
colônias, ou interferons, com base na sua origem ou ação sobre células do 
sistema hematopoético (ROBERTSON et al., 1994).  
Há numerosas propriedades compartilhadas por essas moléculas: 
•  as citocinas são produzidas durante a fase efetora da imunidade inata e 




•  atuam sobre muitos tipos celulares diferentes (efeito pleiotrópico); 
• costumam ter múltiplos e diferentes efeitos sobre a mesma célula-alvo; 
•  as ações das citocinas costumam ser redundantes; 
•  influenciam a função e síntese de outras citocinas; 
• iniciam sua ação por ligação a receptores na superfície da célula-alvo; 
•  os níveis de produção das citocinas são controlados geneticamente 
(POCIOT et al., 1993). 
As citocinas podem ser geralmente caracterizadas como tendo efeitos 
estimulantes (pró-inflamatórios) ou inibidores (antiinflamatórios) (HAUSER, 1995), 
não se limitando ao sistema hematopoético, e exercem papel essencial em muitos 
outros sistemas fisiológicos, incluindo o processo reprodutivo (ROBERTSON et al., 
1994). 
A célula-alvo pode ser a mesma célula que secreta a citocina (ação 
autócrina), uma célula vizinha (ação parácrina) ou uma célula distante estimulada 
por meio de citocinas secretadas na circulação (ação endócrina) (ABBAS, 
LICHTMAN e POBER, 2000). 
As ações das citocinas individuais são complexas, uma vez que elas agem 
em um microambiente repleto de uma população heterogênea de células em 
diferentes estágios de ativação (ABBAS, LICHTMAN e POBER, 2000), o que 
torna qualquer investigação que associe fenômenos relacionados à reprodução e 
citocinas um desafio.  
3.1.3 A Citocina  Interleucina-10 (IL-10) e o  Gene IL10 
Em 1988, FIORENTINO et al. (1989) descreveram uma substância que 
estava presente no sobrenadante de cultivos celulares de linfócitos Th2, e que era 
capaz de inibir a produção de citocinas produzidas por células Th1 em cultivos 
celulares. Tal substância foi denominada Fator Inibidor da Síntese de Citocinas.  
Posteriormente essa citocina passou a ser chamada "interleucina-10", uma 
vez que as análises imunoquímicas e bioquímicas indicaram que o Fator Inibidor 
da Síntese de Citocinas era uma nova citocina (MOORE et al., 1990). 
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3.1.3.1 Proteína, estrutura gênica, receptor e expressão do gene IL10 
 
A IL-10, é uma estrutura homodimérica, com 18 kDa, sem carboidratos 
detectáveis, constituída por uma cadeia polipeptídica que se estrutura em quatro 
α-hélices (VIEIRA et al., 1991; WALTER et al., 1995; ZDANOV et al., 1995) 
(Figura 1).  




O gene IL10 contém cinco éxons e ocupa aproximadamente 5,1 kb no 
cromossomo 1 (KIM et al., 1992), entre 1q31 e 1q32 (ESKDALE et al., 1997a). 
Em contraste com o que ocorre com os genes que codificam outras citocinas, 
a transcrição do gene IL10 pode ser regulada por fatores transcricionais Sp1 e Sp3, 
expressos constitutivamente em diferentes tipos celulares. Esses fatores 
transcricionais ligam-se às seqüências-consenso ricas em G e C, presentes na 
região promotora do gene IL10 (BRIGHTBILL et al., 2000; TONE et al., 2000).  
Genes homólogos ao gene IL10 foram identificados no genoma humano 
(JIANG et al., 1995, 1996; SU et al., 1998; DUMOUTIER et al., 2000; KNAPPE et 
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al., 2000; XIE et al., 2000;) e também no genoma de murinos (SOO et al., 1999; 
DUMOUTIER e RENAULD, 2002), mas suas atividades biológicas não estão bem 
caracterizadas. Foram também encontrados genes homólogos ao gene IL10 no 
vírus Epstein-Barr (EBV) (MOORE et al., 1990; VIEIRA et al., 1991), herpesvírus 
tipo 2 eqüino (EHV2) (RODE et al., 1993), poxvírus Orf (FLEMING et al., 1997), e 
citomegalovírus humano (KOTENKO et al., 2000). Há evidência que os mesmos 
representam genes de origem animal que, incorporados ao genoma viral, 
permitiram interações particulares do vírus com o hospedeiro (MOSMANN, 1994; 
MOORE et al., 2001; JONES et al., 2002). 
A IL-10 se liga ao seu receptor, IL-10R1, com alta afinidade (kd ~ 35-200 
pM) (HO et al., 1993; TAN et al., 1993). O IL-10R1 utiliza uma subunidade 
acessória para a sinalização, IL-10R2 (BACH, AGUET e SCHREIBER, 1997). A 
ativação que acontece após a ligação da IL-10 a seus receptores ocorre em 
função da regulação gênica e a via de ativação mais estudada é a JAK/STAT 
(STAT-Signal Transducer and Activator of Transcription, Transdutor de Sinal e 
Ativador de Transcrição) (SHUAI et al., 1992; YAMAMOTO et al., 1994; ZIHONG, 
WEN e DARNELL, 1994). A fosforilação das tirosinas-quinase desencadeia a 
dimerização de STATs que, deslocados para o núcleo, atuam sobre genes-alvo, 
podendo inibir a expressão dos genes que codificam outras citocinas, como IFNA 
e IFNG (ITO et al., 1999; YAMOAKA et al., 1999). 
3.1.3.2  Biossíntese e função biológica da citocina IL-10 
A maior parte das observações, evidências e fatos relacionados às 
citocinas baseiam-se em experimentos com murinos. 
Os monócitos/macrófagos ativados são o tipo celular predominante 
responsável pela síntese da IL-10 (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a). 
A IL-10 também pode ser produzida por linfócitos Th2, linfócitos Th0 
(FIORENTINO, BOND e MOSMANN, 1989), células B, principalmente após 
transformação pelo EBV (BURDIN et al., 1993), queratinócitos (ENK e KATZ, 
1992) e células dendríticas (IWASAKI e KELSALL, 1999). 
A IL-10 é uma citocina antiinflamatória que inibe a síntese de vários 
mediadores inflamatórios normalmente secretados por monócitos/macrófagos 
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ativados, tais como: IL-1α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, GM-CSF (Fator 
Estimulador de Colônias de Granulócitos e Monócitos), G-CSF (Fator Estimulador 
de Colônias de Granulócitos), M-CSF(Fator Estimulador de Colônias de 
Monócitos), TNF(Fator de Necrose Tumoral), LIF (Fator Inibidor da Leucemia), 
PAF (Fator Ativador de Plaquetas), TFA (Tissue Factor Activity – Fator de 
Atividade Tissular) (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a; FIORENTINO et al., 
1991a, b ; GRUBER, WILLIAMS e GERRARD, 1994),  quimiocinas (BERKMAN et 
al., 1995; KOPYDLOWSKI et al., 1999; VELTROP et al., 2001) e PGE2 
(prostaglandina-E2) (NIIRO et al., 1994, 1995). 
Os monócitos/macrófagos parecem ser os alvos principais da IL-10 que inibe 
a expressão de moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) 
de classe II, CD54 (ICAM-1), CD80 (B7), e CD86 (B7.2) em monócitos, mesmo 
após a indução dessas moléculas por IL-4 ou IFN-γ, reduzindo drasticamente a 
proliferação de linfócitos T (DE WAAL MALEFYT et al., 1991a,b; STEINBRINK et 
al., 1997, 1999, 2002). Ao contrário, a IL-10 estimula a expressão de receptores 
para a porção Fc de IgG (Imunoglobulinas G) em monócitos/macrófagos humanos, 
fato correlacionado com o aumento da sua capacidade fagocítica (TE VELDE et al., 
1992; CAPSONI et al., 1995; SPITTLER et al., 1995). 
Células dendríticas humanas e murinas se caracterizam pela sua 
capacidade de ativar células T em repouso e iniciar uma resposta imune 
(BANCHEREAU et al., 2000). Diferentes populações de células dendríticas 
produtoras de IL-10 foram identificadas nas placas de Peyer e no fígado, e estão 
associadas com a resposta do tipo Th2 que induz a um estado de tolerância 
(IWASAKI e KELSALL, 1999; KHANNA et al., 2000). Em geral, os efeitos da IL-
10, sobre as células dendríticas são consistentes com inibição da resposta 
inflamatória Th1 (MOORE et al., 2001; McGUIRK, CANN e MILK, 2002). 
A inibição das células Th1 pela IL-10 parece ser mediada via inibição da 
síntese de IL-12, um co-estimulador que é necessário para a produção de 
citocinas Th1 por células T e macrófagos (GERMANN, PARTENHEIMER e 
RUDE, 1990). A IL-10 inibe fortemente a produção da citocina IL-12, a qual pode 
induzir a síntese de IL-10 por células T, sugestivo de que o sistema imune é 
equipado com um mecanismo de feedback negativo relacionado à ativação das 
células T (MEYAARD et al., 1996). 
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Lipopolissacarídeo (LPS), TNF-α e leveduras opsonizadas induzem a 
produção de citocinas inflamatórias e quimiocinas pelos neutrófilos (CASSATELLA 
et al., 1993, 1994, 1997; GASPERINI et al., 1999). O LPS, no entanto, também pode 
estimular a síntese de IL-10 em macrófagos (LIU et al., 2006).  
A IL-10, juntamente com a IL-3 e a IL-4, pode regular a manutenção e 
proliferação de mastócitos (THOMPSON-SNIPES et al., 1991). 
A IL-10 pode inibir a produção de IgE, o que abre possibilidades do seu uso 
no tratamento de doenças alérgicas (ROYER et al., 2001; ARPS e KOLSH, 2002).  
 A manutenção da tolerância a aloantígenos é mantida pelos linfócitos 
TCD4+, e requer IL-10 para sua atividade funcional (HARA et al., 2001; 
BATTAGLIA et al., 2006). 
O efeito inibidor da IL-10 é um importante fator limitante da duração e do 
dano patológico das respostas inflamatórias (MOORE et al., 2001; KENDALL et 
al., 2001; COOK et al., 2001; FANG et al., 2006).  
3.1.3.3 Polimorfismos e níveis de expressão do gene IL10 
Estudos familiais e de gêmeos sugerem que, aproximadamente, 75% da 
variação na produção da IL-10 é geneticamente determinada (WESTENDORP et 
al., 1997). Há diferenças significativas na capacidade de síntese de IL-10 após 
estimulação de sangue total com LPS em culturas in vitro (EDWARDS-SMITH et 
al., 1999). 
Vários polimorfismos dentro da região promotora do gene IL10 foram 
descritos como funcionais, incluindo duas repetições dinucleotídicas de citosina-
adenina  (CA)  e  três polimorfismos  bialélicos na região promotora -1082, -819 e 
-592, designados a partir do sítio de início da transcrição (+1). 
Com relação aos três polimorfismos bialélicos que foram identificados na 
região promotora -1082 (G>A), -819 (C>T) e -592 (C>A) ocorre desequilíbrio de 
ligação entre os mesmos e somente três de oito possíveis haplótipos (GCC, GCA, 
GTC, GTA, ACC, ACA, ATC e ATA) foram encontrados em populações caucasóides: 
GCC, ACC e ATA. Os genótipos -1082: GG, GA e AA, correspondem aos fenótipos 
alto, intermediário e baixo produtor da citocina IL-10, independente das variações 
nucleotídicas presentes nas posições -819 e -592 do gene IL10 (KUBE et al., 1995; 
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ESKDALE et al., 1998; HURME, LAHDENPOHJA e SANTILLA, 1998; COOKSON et 
al., 1999; CRAWLEY et al., 1999; EDWARDS-SMITH et al., 1999; MORSE et al., 
1999; PERREY et al., 1999; TAGORE et al., 1999). 
Duas repetições dinucleotídicas (IL10.G e IL10.R microsatélites), localizadas a 
1,1 e 4,0 kilobases a montante do sítio de transcrição (consideradas muito próximas 
ou realmente dentro do gene) são altamente polimórficas e atuam como elementos de 
ação cis na regulação da expressão do gene IL10 (ESKDALE et al., 1997b).  
Há dados conflitantes na literatura com relação a polimorfismos no gene 
IL10 e sua relação com RSA. Em uma pesquisa realizada na Finlândia, 
KARHUKORPI et al. (2001) analisaram 38 mulheres caucasóides com RSA e 131 
mulheres-controle pareadas etnicamente e não encontraram diferenças com 
relação às freqüências alélicas de IL10*-1082G e IL10*-1082A. 
BABBAGE et al. (2001) investigaram o polimorfismo dos genes TNF (-308 
G>A), IL10 (-1082 G>A), IFNG (+874 T>A) em 43 mulheres com RSA e 73 
controles caucasóides, e nenhuma associação foi encontrada. Nos estudos de 
DAHER et al. (2003) no que se refere ao polimorfismo dos genes TNF (-308 
G>A), IL10 (-1082 G>A) e IFNG (+874 T>A) em 48 mulheres com RSA e 108 
controles caucasóides relatam os seguintes resultados: associação significativa 
com o genótipo relacionado a alto produtor de INF-γ (+874 TT, OR=1,92 ρ=0,04) e 
IL-10 (-1082 GG, OR=1,75, ρ=0,03), e uma tendência para associação com os 
genótipos alto produtores de TNF-α (-308 AA a AG, OR=1,61, ρ=0,18). 
PRIGOSHIN et al. (2004), também com relação aos mesmos polimorfismos, 
analisaram 41 mulheres com RSA e 54 mulheres-controle e obtiveram os 
seguintes resultados: (1) não há evidência de associação com TNF e IL10, (2) 
associação significativa entre RSA versus controles no que concerne a IFNG 
(+874 T>A): o genótipo TA estava aumentado em pacientes em comparação com 
o grupo controle (65% versus 35,8%, ρ=0,01) e havia uma diminuição 
estatisticamente significativa na freqüência do genótipo AA (baixo produtor) entre 
o grupo de pacientes em comparação com o grupo controle (20% versus 42,5%, 
ρ=0,04). KAMALI-SARVESTANI et al. (2005), no Irã, também investigaram 
polimorfismos  relacionados  aos  genes TNF (-308 G>A), IFNG (+874 T>A) e 
IL10 (-592 C>A, -819 C>T e -1082 G>A) em 139 pacientes com RSA e 143 
mulheres-controle e os resultados permitiram concluir por associação positiva 
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significativa entre o genótipo CC de IL10 (-592 C>A) (63% nas pacientes e 46% 
nas mulheres-controle; OR=0,51, IC 95% [0,3-0,85]; ρ<0,01) e RSA. 
 
3.1.4   O Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) e o Gene TNF 
3.1.4.1 Biossíntese e papel biológico do TNF-α 
Além de sua atuação como componente da imunidade inata, o TNF-α tem 
papel central na resposta imune adaptativa dos vertebrados. A aquisição de dois 
genes ativadores de recombinação, RAG1 e RAG2, há aproximadamente 450 
milhões de anos, e que se expressam exclusivamente em linfócitos, propiciaram 
mecanismos somáticos que mediaram recombinações que culminaram com o 
imenso repertório de receptores em linfócitos T e B (SCHATZ, OETTINGER e 
BALTIMORE, 1989; OETTINGER et al., 1990). No entanto, tais linfócitos não 
podem atuar individualmente, e o TNF-α é um dos responsáveis por estimulá-los 
para que os mesmos respondam a estímulos antigênicos. Essa citocina participa 
dos eventos inflamatórios e imunológicos e está relacionada a uma potente 
atividade imunomoduladora (STITES, TERR e PARSLOW, 2000). 
As células mais importantes relacionadas à biossíntese do TNF-α são os 
monócitos e os macrófagos ativados (CARSWELL et al., 1975), mas essa citocina 
também pode ser sintetizada por outros tipos celulares, incluindo mastócitos 
(RICHARDS et al., 1988), basófilos (STEFFEN et al., 1989), eosinófilos 
(TAKANASHI et al., 1994), células NK (PETERS et al., 1986) e linfócitos T e B 
(KOBAYASHI, ASADA e OSAWA, 1997). 
O TNF-α é importante na estruturação dos órgãos linfóides secundários, 
pois promove interações entre células hematopoéticas e mesenquimais 
(KORNER et al., 1997). 
Em fibroblastos humanos, o TNF-α serve como um regulador positivo, 
estimulando várias atividades metabólicas em células normais (PFIZENMAIER et 
al., 1987). 
Ao TNF-α têm sido atribuídas propriedades anticancerígenas pelos efeitos 
citolíticos e/ou citostáticos diretos sobre as células tumorais (CARSWELL et al., 
1975; FALKENSAMMER C. et al., 2006) 
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Em sinergia com outras citocinas, tais como IL-1, o TNF-α participa da 
inflamação aguda e dos danos microvasculares incluindo a coagulação 
intravascular, estimulação da adesão de neutrófilos e monócitos em células 
endoteliais, e na síntese do PAF e da prostaglandina-12 (PG-12). A formação de 
trombos ocorre pela atividade pró-coagulante de TNF-α, inibindo a proteína C e a 
trombomodulina (proteína anticoagulante), e conseqüentemente bloqueando a 
dissolução da fibrina (MANTOVANI, BUSSOLINO e INTRONA, 1997). 
O TNF-α também é conhecido como caquexina, baseado em experimentos 
realizados em coelhos infectados por parasitas, cujos resultados mostraram que 
esses animais desenvolviam uma grave perda de peso associada com 
hipertrigliceridemia e deficiência de lipoproteína-lipase (LPL), uma enzima 
envolvida na hidrólise de triglicerídeos (BEUTLER, MILKSARK e CERAMI, 1985). 
TNF-α também está envolvido no choque séptico. As prostaglandinas estão 
envolvidas na ação tóxica do TNF-α. A indometacina, um inibidor da síntese de 
prostaglandinas, fornece proteção contra os efeitos de choque induzidos pelo 
fator de necrose tumoral (OLD, 1987). O levamisole pode modular os níveis 
séricos de TNF-α, e é eficaz no tratamento de pacientes com ulcerações bucais 
herpetiformes recorrentes (SUN et al., 2006).  
TNF-α, LT-α e IFN-γ podem aumentar a expressão de moléculas HLA de 
classes I e II de superfície celular de células endoteliais (JOHNSON e POBER; 
1990 a, b). 
TNF-α também intensifica a secreção de IL-8, promovendo a aderência de 
neutrófilos ativados ao endotélio. Muitos efeitos do TNF-α como mediador da 
inflamação podem ser atribuídos à sua capacidade em estimular neutrófilos 
(BARBARA, VAN OSTAD e LOPEZ, 1996).  
 
3.1.4.2 Gene TNF: organização gênica, produtos moleculares, receptores e 
regulação gênica  
A família TNF inclui o gene LTB clonado por BROWNING et al. (1993) e 
que codifica a linfotoxina β, o gene TNF (anteriormente TNF-α, TNF-A) e o gene 
LTA, este último anteriormente referido como TNFB, TNF-β e LT-α. Esses genes 
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se posicionam em tandem em 6p21.3, ocupando um segmento de 
aproximadamente 7 kb na região de classe III do MHC (NEDWIN et al., 1985; 
SHIRAI et al., 1985; RINK e KIRCHNER, 1996). O gene TNF é flanqueado pelos 
genes LTB e LTA, codifica a citocina TNF-α e situa-se a 1,2 kb do gene LTA que 
codifica para a citocina LT-α (INOKO e TROWSDALE, 1987) (Figura 2). 
FIGURA 2 - DIAGRAMA ESQUEMÁTICO DA REGIÃO DO MHC NO CROMOSSOMO 6 ONDE SE 
SITUAM OS LOCI TNF E LTA 
 
NOTA – Modificado de RINK, L.; KIRCHNER, H. Recent progress in the tumor necrosis factor-α field. 
International Archives of Allergy and Immunology, Basel, v.111, p.199-209, 1996. 
A família gênica TNF assemelha-se em organização, estruturando-se em 
quatro éxons e três íntrons compreendendo individualmente segmentos genômicos 
de 2,7 a 3,6 kb, com diferentes seqüências flanqueadoras nas extremidades 5’ e 3’, 
que ligam diferentes fatores transcricionais, o que se reflete em expressão gênica 
distinta (NEDWIN et al., 1985; OLIFF, 1988; ECONOMOU et al., 1989 ). 
O produto gênico de TNF é o TNF-α ou uma proteína de membrana tipo II, similar 
à LT-α e ao ligante do CD40 (FARRAH e SMITH, 1992; HOLLENBAUGH et al., 1992). 
TNF-α (Figura 3) é sintetizado inicialmente como um polipeptídeo de 26 
kDa e 233 aminoácidos com uma pré-seqüência de 76 aminoácidos que é clivada 
algumas horas depois de estar ancorada na membrana celular por 
metaloproteinases altamente específicas. Sem a pré-seqüência, seu peso 
molecular é 17 kDa e possui 157 resíduos de aminoácidos. Assim sendo, pode 
apresentar-se nas formas solúvel ou ligada à membrana (forma não-processada 
com 233 aminoácidos e 26kDa). Na forma biologicamente ativa, é um 
homotrímero (cujo peso molecular é 52 kDa), apresentando formato de cone 
triangular ou piramidal onde cada lado é formado por uma diferente subunidade 
monomérica. Os sítios de ligação aos receptores situam-se na metade inferior da 
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estrutura piramidal o que permite a ligação simultânea com mais de um receptor 
(NEDWIN et al., 1985; JONES, STUART e WALKER, 1989). 











PENNICA et al. (1984), após análise das seqüências de aminoácidos das 
citocinas TNF-α e LT-α, concluíram que as mesmas são estruturalmente relacionadas 
e apresentam 30% de identidade. Acredita-se que as regiões conservadas sejam 
responsáveis pelas atividades citotóxicas compartilhadas por TNF-α e LT-α, por meio 
da interação com um receptor comum expresso na superfície celular. 
Dois receptores de membrana, denominados TNF-RI e TNF-RII foram 
identificados molecularmente (TARTAGLIA e GOEDDEL, 1992; GRELL et al., 
1995) e são ativos na transdução de sinais e dependentes um do outro 
(VASSALLI, 1992; TARTAGLIA e GOEDDEL, 1992; GRELL et al., 1995). Os dois 
receptores podem reconhecer tanto TNF-α quanto LT-α (ANDREWS et al., 1990).  
Durante mais de duas décadas, vários estudos tentaram demonstrar o 
mecanismo de expressão do TNF. Como muitas outras citocinas, a produção de 
TNF-α pode ser detectada após a ativação de vários tipos celulares (incluindo 
macrófagos e linfócitos T e B) por agentes mitogênicos (MAKHATADZA, 1998). 
Entretanto, um aspecto distingue o TNF-α de outras citocinas: sua 
produção pode atingir altos níveis em resposta a um estímulo. Endotoxinas tal 
como LPS induzem uma resposta acentuada de TNF-α por macrófagos em um 
curto período de tempo, podendo levar ao choque letal (MAKHATADZA, 1998). 
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Em células T não-estimuladas, o processamento do pré RNAm do TNF é 
um processo ineficiente que resulta no acúmulo desse RNA no núcleo da célula. 
O processamento e excisão de todos os íntrons do pré RNAm do TNF é realizado 
rapidamente após a interação entre o receptor da célula T (TCR) e a estrutura 
peptídeo antigênico - moléculas HLA de classe II. Essa interação pode também 
intensificar outros níveis de regulação incluindo transcrição, estabilidade do RNA, 
tradução e eventos pós-traducionais, conduzindo a uma apurada expressão do 
TNF. Particularmente em células T, o TNF-α é a primeira citocina produzida após 
ativação, seguida por muitas outras (YANG et al., 1998). 
A regulação pós-transcricional da expressão de TNF acontece através de 
seqüências UA, pela ligação de uma proteína reguladora de 38 kDa na região 
3’UTR, controlando a reposição (turnover) do RNAm de TNF. LPS também 
intensifica o início da tradução e formação do complexo TNF-RNAm/ribossomo. 
Níveis aumentados de óxido nítrico endógeno, AMPc e prostaglandinas diminuem 
a produção de TNF-α (RINK e KIRCHNER, 1996). 
BENDTZEN et al. (1988) analisaram células mononucleares provenientes 
de indivíduos HLA-DR2, que mostraram uma resposta significantemente mais 
baixa na produção de TNF-α quando estimuladas com LPS. WEBB e CHAPLIN 
(1990), concluíram que não existe evidência de que essa variação na expressão 
de TNF seja devida a uma variação no próprio gene, mas poderia ser devida ao 
efeito de um loco regulatório ligado à região de classe II do MHC. 
Uma seqüência de 95 pares de bases a montante do início de transcrição é 
necessária para uma regulação positiva da expressão de TNF pela citocina GM-
CSF e para regulação negativa de TNF pela IL-4 (MESSER et al., 1991). 
Portanto, a regulação da expressão gênica de TNF é complexa e acontece 
principalmente em nível transcricional e de forma independente. A indução da 
expressão de TNF é regulada pelo sítio κ3 do fator de transcrição NFκB (fator 
nuclear κ3, envolvido na ativação de muitos genes da resposta imune) que liga 
também o ativador transcricional NFAT (fator nuclear de células T ativadas), 
resultando na indução de TNF (EIGLER et al., 1997). NF-kB exerce um papel 
central na transdução de sinais de ativação para o núcleo de leucócitos, em 
particular aqueles sinais que afetam a ativação transcricional de muitos genes que 
codificam citocinas (DROUET, SHAKOV e JONGENEEL, 1991).  
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3.1.4.3 Polimorfismo do gene TNF 
O polimorfismo do TNF é relativamente reduzido (WEBB e CHAPLIN, 
1990), assim como o de todos os genes que codificam as outras citocinas. 
Variações genéticas foram descritas na região onde se situa o gene TNF, dentre 
as quais, cinco microsatélites (a-e). O polimorfismo de microsatélites é 
caracterizado pelo número de repetições de dinucleotídeos. Referentes às 
seqüências (CT)n existem: TNFb com 7 alelos, TNFc com 2 alelos, TNFd  com 7 
alelos e TNFe, que possui 3 alelos. O microsatélite TNFd foi associado com altos 
níveis de produção da proteína TNF-α (POCIOT et al., 1993; TURNER et al., 
1995; ASANO et al., 1997). KHANI-HANJANIA et al. (2000) detectaram quatro 
novos microsatélites nessa região, em pacientes com artrite reumatóide e em 
indivíduos-controle, e foram designados a14 (122 pb), b8 (131 pb), b19 (132 pb) e 
d0 (122 pb). Essas variantes polimórficas refletem a heterogeneidade da região 
TNF, e podem ter implicações em associações com doenças e estudo de 
haplótipos. 
Na região promotora do gene TNF, foram descritas, em populações 
européias, na posição –308, substituições de guanina (alelo TNF*-308G ou 
TNF*1) por adenina (alelo TNF*-308A ou TNF*2). Esse alelo, menos freqüente, 
tem sido associado com alta produção da citocina TNF-α. Taxas estáveis de 
produção interindividuais de TNF-α têm sido demonstradas bem como a 
associação com alelos HLA-DR. Combinações  alélicas  de genes HLA-A, -B, -C, -
DR e -DQ e outros genes do MHC, ocorrem mais freqüentemente do que se 
esperaria, quando se comparam suas freqüências individuais, constituindo os 
assim chamados haplótipos extensos. O alelo TNF*-308A ou TNF*2 está 
associado ao haplótipo HLA-A1, -B8 e -DR3. Observou-se que indivíduos HLA-
DR2 produzem menos TNF-α, enquanto aqueles que são HLA-DR3 e –DR4, 
produzem maior quantidade dessa citocina, o que está relacionado ao alelo TNF*-
308A  (WILSON et al., 1993). 
Foi demonstrada associação do polimorfismo -308, localizado na região 
promotora do gene TNF, com aumento no risco de ruptura prematura de 
membranas fetais das pacientes. O alelo TNF*-308A estava presente em 44% 




PIETROWSKI et al. (2004), na Áustria,  analisaram dois polimorfismos  do 
gene TNF ( -308 G>A e -863 C>A) em 168 mulheres caucasóides com RSA e 212 
mulheres-controle e não encontraram associação entre esses polimorfismos e o RSA.  
3.1.5 A Citocina Interferon-γ e o Gene IFNG 
Em 1965, WHEELOCK relatou que a fito-hemaglutinina poderia induzir, a 
partir de leucócitos, a síntese de um inibidor viral semelhante ao interferon-α. 
Essa substância foi denominada interferon-γ (IFN-γ). 
O IFN-γ é uma citocina pró-inflamatória e imunoreguladora que atua 
virtualmente sobre todos os componentes da resposta imune. Seu campo de ação 
inclui a estimulação ou inibição das funções celulares constitutivas, a indução de 
novas funções efetoras, propriedades proliferativa e antiproliferativa, e alterações 
em produtos celulares secretados e associados às membranas. O efeito regulador 
é dependente de dose, do tempo de exposição, e da presença ou ausência de 
outros mediadores inflamatórios (WILLIAMS, JURKOVICH e MAIER, 1993). 
3.1.5.1 O gene IFNG: organização gênica, produtos moleculares, receptores e 
regulação gênica  
O IFN-γ (Figura 4), também conhecido como interferon-imune, é codificado por 
um gene de cópia única, IFNG, localizado no cromossomo 12 em 12q24.1 (TRENT, 
OLSON e LAWN, 1982). A estrutura do gene IFNG é altamente conservada, sendo 
constituída por 4 éxons e 3 íntrons (GRAY e GOEDEL, 1982). Essa estrutura foi 
observada em todas as espécies analisadas, e a análise da seqüência de DNA tem 
mostrado maior identidade na região promotora do DNA do que na região 
codificadora da proteína. O DNAc e/ou o DNA genômico foi clonado de muitas 
espécies, inclusive a humana (DERYNCK et al., 1982; DEVOS et al., 1982). A 
proteína humana é constituída por 166 aminoácidos, dos quais 23 representam uma 


















O gene que codifica o receptor do IFN-γ está localizado no cromossomo 6 
(RASHIDBAIGI et al., 1986) e codifica para uma cadeia polipeptídica que participa 
da ligação do receptor. Uma segunda cadeia é necessária para a transdução do 
sinal e, provavelmente, proteínas adicionais são necessárias para certas 
atividades do IFN-γ (SOH et al., 1994; HEMMI et al., 1994). A ligação do IFN-γ ao 
receptor, seguida de ativação gênica, depende de tirosinas-quinase (WATLING et 
al., 1993; MULLER et al., 1993; SHUAI et al.,1993). 
A regulação da expressão do gene IFNG parece ser complexa, a análise 
da estrutura genômica revela elementos no promotor do gene e em íntrons que 
podem atuar na regulação gênica (CICCARONE et al., 1990; BROWN et al., 
1991; YE et al., 1994). Esses elementos podem ser induzidos por substâncias 
como fito-hemaglutinina/acetato miristato forbol (PHA/PMA), PMA/ionomicina, 
concavalina A, proteína tax do HTLV-1, e estrogênio ou inibidos pela ciclosporina 
A (BROWN, 1992; PENIX et al., 1993) ou glicocorticóides (CIPPITELLI et 
al.,1995). O promotor e as regiões intrônicas provavelmente interagem na 
sinalização extracelular, resultando na ativação da transcrição do IFNG entre 
meia a duas horas após o evento de sinalização inicial. O IFN-γ, tanto in vitro 
quanto in vivo aumenta a expressão do próprio RNAm do IFNG em humanos 
(HARDY e SAWADA, 1989) e murinos (COCKFIELD et al., 1993).  A metilação é 
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um fenômeno importante de inibição da expressão gênica. Com relação ao IFNG, 
em células nas quais o promotor está metilado, a produção de IFN-γ não é 
observada, enquanto em células nas quais o promotor está hipometilado ou não-
metilado, o IFN-γ é produzido (YOUNG et al., 1994). Em células T humanas, a 
completa metilação do promotor do IFNG e do primeiro íntron foi observada em 
timócitos, células T neonatais, e células T adultas não-estimuladas, e substancial 
hipometilação foi observada em células T CD8+ e CD4+ efetoras (MELVIN et al., 
1995). A estabilidade do RNAm do IFNG pode ser importante no controle da 
expressão gênica, e, de fato, a sinergia observada entre IL-2 e IL-12 na indução 
da expressão do IFNG pode ser atribuída, em grande parte, a um aumento da 
meia vida do RNAm (CHAN et al., 1992). Os níveis do RNAm do IFNG geralmente 
atingem o pico com 4 a 8 horas após indução e, posteriormente, decrescem 
rapidamente. Esse rápido decréscimo é devido provavelmente a seqüências 
repetitivas AUAA na região não-traduzida do DNAc. Essas seqüências, presentes 
em DNAc de muitos genes de citocinas, contribuem substancialmente para a 
rápida degradação do RNAm (SHAW e KAMEN, 1986). Embora o controle da 
expressão do IFNG ocorra em muitos níveis, cada um deles depende da interação 
localizada das células produtoras com células efetoras e/ou seus produtos 
(YOUNG e HARDY, 1995). 
3.1.5.2 Biossíntese e papel biológico da citocina IFN-γ 
O IFN-γ é produzido em larga escala principalmente por células T e LGL 
(Large Granular Lymphocytes = Linfócitos Grandes Granulares) (KASAHARA et 
al., 1983 a, b; YOUNG e ORTALDO, 1987), cuja produção pode ser 
significativamente aumentada pelo tratamento com IL-12 (WU et al., 1993). Nas 
células T CD4+, o principal estímulo fisiológico para a produção de IFN-γ é o 
antígeno no contexto de moléculas MHC de classe II. Similarmente, as células T 
CD8+, produzem IFN-γ, quando o antígeno está presente no contexto de 
moléculas MHC de classe I (YOUNG e HARDY, 1995). Muitos outros estímulos 
podem induzir a síntese e, ao nível de LGL, os dois principais indutores são a IL-
2, sintetizada por células T (KASAHARA et al., 1983a) e a IL-12 (KOBAYASHI et 
al., 1989). Essas citocinas podem atuar independentemente e sinergisticamente 
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para estimular a produção de IFN-γ, tanto em LGL, quanto em células T (CHAN et 
al., 1991). 
O IFN-γ também pode ser produzido por outros tipos de células, incluindo 
linhagens de células B (BENJAMIN et al., 1986; PANG et al., 1992), macrófagos e 
suas linhagens celulares (FULTZ et al., 1993; DiMARZIO et al., 1994), células 
mielomonocíticas (ANDO et al., 1988), e células tumorais de origem não-linfóide 
(NITTA et al., 1994).  
O IFN-γ atua de diversas maneiras sobre as células B: por exemplo, 
inibindo a proliferação celular induzida por LPS (ABED, CHACE e 
COWDERY,1994; JURADO et al., 1989) e a indução de moléculas de classe II do 
MHC (MOND et al., 1986), suprimindo a produção de IgG1 em camundongos e 
IgE, e aumentando a síntese de IgA2 (SNAPPER, PESCHEL e PAUL, 1988). 
O IFN-γ tem efeito bifuncional sobre as células genitoras hematopoéticas, 
em geral um efeito supressivo, quando atuando isoladamente (MEANS et 
al.,1994). No entanto, atuando sinergisticamente com outras citocinas, incluindo a 
IL-3, estimula o desenvolvimento das células hematopoéticas (MUROHASHI e 
HOANG, 1991, SHIOHARA, KOIKE e NAKATA, 1993; SHIOHARA et al.,1994).  
O IFN-γ é o principal fator de ativação de macrófagos (SCHULTZ e 
KLEINSCHMIDT, 1983), nos quais ativa numerosas funções, incluindo a 
citotoxicidade a tumores (PACE et al., 1983), e a atividade antimicrobiana 
(NATHAN et al., 1983), também têm potencial microbicida contra patógenos 
intracelulares (TORRICO et al., 1991), e estimula a apresentação de antígenos 
aos linfócitos através da indução de moléculas de classe II do MHC (BASHAM e 
MERIGAN, 1983).  
Em suma, o IFN-γ é crítico para subseqüente estimulação ou ativação da 
expressão gênica, diferenciação e função de monócitos/ macrófagos (PERUSSIA 
et al., 1983 a,b; UCLA et al.1990). Esses efeitos, juntamente com a importância de 
monócitos/macrófagos como fontes de IL-12 (potente indutor de IFN-γ), 
demonstram o papel crítico que a população de linfócitos tem na regulação da 
resposta imune (YOUNG e HARDY, 1995). 
IFN-γ pode ter efeitos antagônicos sobre populações específicas de células 
T. O IFN-γ suprime eficazmente o crescimento de células Th2, produtoras de IL-4 
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(GAJEWSKI e FITCH, 1988 a, b), mas, juntamente com a IL-12, pode atuar como 
um fator de crescimento autócrino para células Th1 (PAUL e SEDER, 1994). 
O principal papel do IFN-γ sobre os neutrófilos polimorfonucleares ocorre 
através da indução da expressão de receptores de alta afinidade para IgG, 
resultando em potencialização da fagocitose e citotoxicidade (PERUSSIA et al., 
1987; PETRONI, SHEN e GUYRE, 1988). 
O IFN-γ pode aumentar a expressão de CD62L (L-selectina), em eosinófilos 
(MOMOSE et al., 1999) e de moléculas de adesão intercelular-1 (ICAM-1) em 
fibroblastos pulmonares, facilitando a migração de células inflamatórias 
(SPOELSTRA et al., 1999). 
3.1.5.3 Polimorfismo do gene IFNG 
O gene humano que codifica o IFN-γ tem no primeiro íntron um STR (Short 
Tandem Repeat = Curtas Repetições em Tandem) de CA, caracterizando 
diferentes alelos: IFNG*1 com 12 repetições CA, IFNG*2 (13 CA), IFNG*3 (14 
CA), IFNG*4 (15 CA). O polimorfismo desse microsatélite está associado com 
variação individual na produção de níveis de IFN-γ (PERREY et al., 1999). 
Indivíduos homozigotos para IFNG*2 apresentaram produção significativamente 
aumentada de IFN-γ (ρ=0,01) quando comparada com indivíduos com as outras 
combinações alélicas (PRAVICA et al., 1999). 
PRAVICA et al. (2000) descreveram um polimorfismo bialélico (SNP - 
Single Nucleotide Polymorphism), T>A, na posição +874, no mesmo íntron onde 
se situam os microsatélites acima relacionados. Observou-se uma correlação 
absoluta entre o alelo IFNG*+874(T) e o alelo IFNG*2 caracterizado por 13 
repetições CA. Indivíduos +/+, +/- e -/- para o alelo IFNG*2, foram seqüenciados, 
respectivamente, como TT, TA e AA com relação aos alelos IFNG*+874 T>A . O 
polimorfismo na posição +874 coincide com o suposto sítio de ligação do fator de 
transcrição NF-kB, e poderia ser, em parte, responsável pela associação prévia 
encontrada entre o polimorfismo de microsatélite CA e a produção de IFN-γ.       
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3.1.6 Abortamento Espontâneo Recorrente e MHC com Ênfase em HLA-DQB1 e 
HLA-DRB1 
No Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC), constituído por 
aproximadamente 4000 kilobases (kb) e situado no braço curto do cromossomo 6 
(Figura 5)  na região 6p21.3, encontram-se os genes que codificam as moléculas 
de Classe II do MHC (LAMM et al., 1974; LAMM e OLAISEN, 1985). 
FIGURA 5 - MAPA ESQUEMÁTICO DO MHC 
 
Fonte: http://www.anthonynolan.org.uk/. 
Moléculas MHC de classe II são proteínas heterodiméricas α/β presentes 
na superfície celular que apresentam antígenos processados às células Th, 
através da interação MHC-TCR (Figura 6). 
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As moléculas HLA-DQ são formadas pelas cadeias DQα e DQβ que são 
codificadas pelos genes HLA-DQA1 e HLA-DQB1 presentes no mesmo 
cromossomo (em cis) ou em cromossomos diferentes (em trans). De forma 
similar, as moléculas HLA-DR são formadas pelas cadeias DRα e DRβ 
codificadas pelos genes HLA-DRA1 e HLA-DRB1 presentes no mesmo 
cromossomo (em cis) ou em cromossomos diferentes (em trans) . 
Os loci que codificam cadeias β das moléculas de classe II do MHC são 
extremamente polimórficos. Tal polimorfismo ocorre com maior freqüência em 
regiões hipervariáveis (HVRs) do domínio β1 (BELL et al., 1987). 
A possível associação entre antígenos HLA e RSA tem sido investigada sob dois 
aspectos: o primeiro, envolvendo o compartilhamento de antígenos HLA em 
casais (OKSENBERG et al., 1984; JOHNSON et al., 1985; McINTYRE et al., 
1986; COULAM, MOORE e O´FALLAN, 1987; CAUCHI et al., 1988; 
CHRISTIANSSEN et al., 1989; STECK et al., 1995; WAGENKNECHT, GREEN e 
MCINTYRE , 1997), e o outro aspecto se refere à distribuição de antígenos HLA 
em mulheres com RSA, quando comparadas com controles normais. Há 
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evidências de que os antígenos HLA, que se expressam na superfície de tecidos 
fetais ou placentários, possivelmente induzem a resposta aloimune da mãe, 
considerada benéfica ao processo implantacional. Mulheres com RSA, 
principalmente de etiologia desconhecida, podem apresentar alteração da 
resposta imune que induz reação alogênica contra o feto (GILL, 1983). 
Determinadas associações com alelos HLA podem levar à hiporesponsividade a 
produtos fetais MHC-paterno-derivados, embora numerosos estudos tenham 
levado a resultados conflitantes.  
Estudos envolvendo antígenos HLA e RSA têm recebido crescente 
atenção. Através de métodos sorológicos, TAKAMIZAWA et al. (1987) 
encontraram uma freqüência aumentada de antígenos HLA-DR1 e –DR8 em 
mulheres japonesas com RSA, mas sem significado estatístico. Posteriormente 
SASAKI et al. (1997) usando o método PCR-SSP, observaram  aumento 
significativo na freqüência  de HLA-DR4 em mulheres japonesas com RSA.  
CHRISTIANSEN et al. (1994, 1996, 1999) relataram que marcadores 
genéticos maternos HLA-DR1, -DR3 e -DR10 poderiam estar envolvidos no 
abortamento espontâneo em população dinamarquesa. Posteriormente, a 
associação de HLA-DRB1*03 com RSA foi confirmada em um trabalho 
envolvendo 588 pacientes e 562 controles, mas havia pacientes que 
apresentavam anticorpos antifosfolipídeos (KRUSE et al., 2004).   
No Japão, TAKAKUWA et al. (2003), através da técnica PCR-RFLP,  
analisaram 79 mulheres com abortamento primário comparadas com 115 
mulheres férteis normais e constataram a freqüência aumentada do alelo HLA-
DRB1*1502 em pacientes com relação a controles, mas a diferença não foi 
significativa após correção. 
Na China, Wang et al. (2004), analisaram 32 pacientes com RSA, e 54 
mulheres-controle que tiveram pelo menos uma gravidez a termo e os resultados 
mostraram que a freqüência dos alelos DQB1*0604/*0605 em pacientes com RSA 
estava significativamente aumentada nas pacientes (ρ=0,0128 e  Risco Relativo = 
5), enquanto a freqüência dos alelos HLA-DQB1*0501/0502 estava 
significativamente diminuída entre as  pacientes (ρ=0,0426 e Risco Relativo= 
0,26) com relação às mulheres-controle.  
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3.1.7 O Paradigma Th1/Th2  
Um dos avanços mais significativos na compreensão dos fenômenos 
envolvidos na resposta imune foi a elaboração do paradigma Th1/Th2, que 
fornece uma variedade de conhecimentos para se compreender como o sistema 
imune responde aos diferentes tipos de patógenos e estímulos. 
A maioria das respostas imunes envolve principalmente respostas do tipo 
humoral ou mediadas por células, e há evidências de que essas duas respostas 
não são freqüentemente mutuamente exclusivas (PARISH, 1972; KATSURA, 
1977). A descoberta de dois subtipos de clones de células T auxiliares (Th) CD4+, 
Th1 e Th2, derivadas de um terceiro fenótipo, Th0, em camundongos e em 
humanos, fornece algumas explicações para a expressão recíproca das duas 
respostas (MOSMANN et al., 1986; DEL PRETE et al., 1991). 
Quando ativadas por antígenos/células apresentadoras de antígenos, as 
células Th1 produzem IL-2, IFN-γ e LT-α (MOSMANN et al., 1986; CHERWINSKI 
et al. 1987; COFFMAN et al., 1988; MOSMANN e COFFMAN, 1989 a, b). O 
padrão de citocinas Th1 está freqüentemente associado com resposta mediada 
por células, particularmente apropriadas para destruir intracelularmente 
patógenos extracelulares endocitados por células fagocíticas ou patógenos que 
se multiplicam no citoplasma das células infectadas, estando, também, associado 
à  hipersensibilidade do tipo tardia e ativação das células TCD8+, e pela produção 
de anticorpos opsonizantes, podendo estar associado com estímulo inflamatório e 
dano tissular (MOSMANN et al., 1989b). Em contraste, o padrão de citocinas Th2, 
que inclui IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13, inibe as respostas mediadas por 
células fagocíticas, mas estimula respostas de anticorpos, promovendo a 
produção de quantidades relativamente elevadas de IgM, IgE, e isotipos de IgG 
não-ativadores do complemento, além de estimular a ativação e diferenciação de 
eosinófilos e atua nas reações alérgicas (CHERWINSKI et al., 1987; BROWN et 
al., 1989). 
A secreção das diferentes citocinas contribui de forma eficaz para a 
diferenciação entre os subtipos de células T. Assim, a regulação das respostas 
humoral e mediada por células pode ser explicada, em parte, pela regulação 
cruzada da diferenciação e ativação das células Th1 e Th2 no decorrer de uma 
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resposta imune. Algumas dessas respostas reguladoras são conhecidas, como 
por exemplo, o IFN-γ, que é produzido pelas células Th1 e inibe a proliferação de 
clones Th2 (GAJEWSKI e FITCH, 1988 a , b; FERNANDEZ-BOTRAN et al., 
1988), enquanto a IL-4, que é  produzida pelas células Th2, inibe a diferenciação 
e proliferação de células Th1 (Le GROS et al., 1990; SWAIN et al., 1990). 
Um terceiro tipo de célula T foi identificado, as chamadas células Th3 CD4+ 
que secretam TGF-β mas não secretam IL-2, IFN-γ, IL-4 ou IL-10, e parecem ser 
o único subtipo de célula T que age nas mucosas, atuando na  regulação negativa 
de células Th1 e de outras células do sistema imune (MOSMANN e SAD, 1996; 
RAGHUPATHY, 2001). 
3.1.8 Citocinas na Gravidez  
O mecanismo pelo qual o sistema imune materno não rejeita o feto durante 
a gravidez a despeito da presença de antígenos paternos é desconhecido. 
Evidências indicam uma interação bidirecional entre o sistema imune materno e o 
sistema reprodutivo durante a gravidez, o que resultaria no estímulo ou inibição 
do desenvolvimento da unidade fetoplacentária (WEGMANN, 1993). 
Citocinas são abundantes no útero grávido. Qualquer distúrbio no delicado 
balanço imunológico que ocorre na interface materno-fetal poderia resultar em 
perda ou outras complicações gestacionais (ROBERTSON et al., 1994; FRIED et 
al., 1998; RIVERA et al., 1998). 
A hipótese do imunotrofismo placentário (WEGMANN, 1984; 1988) orienta 
muitos dos estudos que relacionam citocinas e gestação. Nesse contexto, as 
citocinas são consideradas elementos fundamentais nos eventos de comunicação 
celular na interface materno-fetal, remodelando o ambiente uterino para que 
aceite um embrião semi-alogênico. Durante a gestação, estão presentes no 
endométrio uterino, linfócitos e macrófagos maternos potencialmente capazes de 
mediar uma resposta imune celular e destruir o embrião. Os estudos de 
Wegmann, iniciados na década de 70, sugeriam que produtos de macrófagos e 
linfócitos T ativados atuavam como fatores de crescimento para células 
placentárias, sem causar dano ao embrião, mas promovendo seu crescimento e 
viabilidade. Células T maternas, reconhecendo aloantígenos fetais presentes na 
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interface materno-fetal, responderiam, secretando citocinas, que desencadeariam 
uma “inflamação ontogênica” que promoveria o crescimento do trofoblasto, um 
melhor desempenho das funções placentárias e, conseqüentemente, uma 
gestação normal. Wegmann argumentava que essa idéia não era sem 
precedentes uma vez que a participação de células T e citocinas em fenômenos 
tais como hematopoese, regeneração hepática e, em uma variedade de outros 
fenômenos de crescimento, era bem conhecida (GREEN e WEGMANN,1986). 
WEGMANN (1993) ampliou sua hipótese argumentando que o concepto se 
protegeria secretando citocinas que regulariam a expressão daquelas citocinas 
prejudiciais à gestação (IL-2, INF-γ, e LT-α, referida em sua publicação como 
TNF-β). Dessa forma, eram muitas as evidências da existência de uma rede de 
interações bidirecionais entre o sistema imune materno e a unidade feto-
placentária. Isso foi posteriormente confirmado por GARCIA-LLORET et al. (1994) 
que demonstraram interações funcionais entre a placenta e certas citocinas, 
principalmente no que se refere à diferenciação do citotrofoblasto e à secreção de 
hormônios. Nesse trabalho, os autores investigaram a atuação de citocinas linfo-
hematopoéticas: CSF-1 (Fator Estimulador de Colônias) e GM-CSF (Fator 
Estimulador de Granulócitos e Macrófagos), no desenvolvimento placentário de 
mamíferos e na diferenciação funcional e morfológica do trofoblasto humano in 
vitro. A produção dessas citocinas estava sob o controle da IL-1 e do TNF-α, 
ambos com funções similares e produzidos pelo trofoblasto. Ficou evidente que, 
além das citocinas com efeitos deletérios, havia outras que favoreciam a 
sobrevivência do concepto (WEGMANN et al., 1993; GARCIA-LLORET et al., 
1994). 
Alguns estudos forneceram subsídios para essas observações, como a 
demonstração de que (1) o tamanho médio da prole e o peso médio da placenta 
são maiores em gravidez alogênica do que em gravidez singênica, (2) o tamanho 
da prole é maior em gravidez multípara do que em primípara, e (3) tamanho da 
prole e peso da placenta são maiores em fêmeas murinas grávidas pré-
imunizadas com linfócitos de linhagem paterna (BEER, SCOTT e BILLINGHAM, 
1975; BEER e BILLINGHAM, 1977). Tais evidências somadas à idéia de que a 
resposta imune materna pode promover a sobrevivência fetal fortalece a Hipótese 
do Imunotrofismo, que vislumbra papel importante para a reatividade imune 
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materna, mediada primariamente por células T maternas, macrófagos e citocinas. 
ATHANASSAKIS et al., (1987) e WEGMANN (1988) postularam que esses 
mecanismos efetores da reatividade imune podem promover a sobrevivência fetal 
assim como o aumento do peso da placenta e sua função. Essa hipótese foi 
testada em murinos (LIN et al., 1993; CHAOUAT et al., 1995; KRISHNAN et al.; 
1996a, b; ARCK et al., 1999) e em humanos (SZONY et al., 1999; GOODWIN et 
al., 1998; SAITO et al., 1999; CHOI et al., 2000). 
Citocinas pró-inflamatórias tais como IFN-γ, TNF-α, e citocinas 
antiinflamatórias, como a IL-10, foram investigadas como potenciais reguladoras 
desse equilíbrio que se estabelece entre mãe e embrião (PICCOTTI et al., 1997; 
FRIED et al., 1998; DARMOCHWAL-KOLARZ, 1999; BROWN et al., 2000; 
PICCINNI et al., 2000). Durante a gestação, deveria ocorrer um equilíbrio entre os 
dois tipos de citocinas, o qual poderia estar alterado favorecendo ou prejudicando 
o desenvolvimento embrionário (GARCIA-LLORET et al.,1994).  
Os primeiros estudos que mostraram a resposta imune anormal, no 
contexto do paradigma Th1/Th2, demonstraram, in vitro, que antígenos do 
trofoblasto induzem a produção de citocinas embriotóxicas como IFN-γ e LT-α  
pelos linfócitos de mulheres suscetíveis a RSA (HILL, 1991; YAMADA, POLGAR e 
HILL, 1994; HILL, POLGAR e ANDERSON, 1995). Células mononucleares do 
sangue periférico de uma proporção significativa de mulheres com história de 
RSA, quando estimuladas in vitro com extratos de antígenos de trofoblasto, 
mostraram um aumento de proliferação celular e produziram fatores solúveis que 
eram tóxicos para embriões murinos e linhagens celulares trofoblásticas 
(YAMADA, POLGAR e HILL, 1994; HILL, POLGAR e ANDERSON, 1995). 
JENKINS et al. (2000), utilizando o método de ELISA, analisaram o soro de 
mulheres grávidas e concluíram que o sucesso gestacional estava associado com 
níveis aumentados de IL-10, enquanto o aborto estava associado com níveis 
aumentados de IFN-γ. Isso sugere que a imunidade tipo Th2 pode ser uma 
resposta natural a antígenos do trofoblasto, enquanto respostas Th1 são 
aberrantes e associadas com RSA inexplicáveis, e podem, portanto, ter 
importante papel na falência reprodutiva. Além disso, pode-se supor que o defeito 
primário nessas mulheres com RSA inexplicável pode ser a inabilidade para 
montar uma resposta Th2 dirigida aos antígenos placentários, reação que, 
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normalmente, regula negativamente respostas prejudiciais Th1. Mulheres com 
RSA podem ter um componente anormal relacionado com a regulação da 
resposta imune no que se refere ao balanço Th1/Th2 que orienta a produção de 
citocinas (HILL, POLGAR e ANDERSON, 1995). 
No estudo de MOREAU et al. (1999), os autores concluíram que a IL-10 
induz seletivamente a expressão de HLA-G em trofoblasto e monócitos, 
influenciando o padrão de expressão das moléculas HLA de classe I na interface 
materno-fetal e protegendo o embrião da rejeição. 
Enquanto certas citocinas são benéficas para o sucesso da gravidez, foi 
proposto que a deficiência nessas citocinas poderia levar à placentação 
deficiente, crescimento subnormal e possivelmente ainda à morte fetal (CLARK e 
CHAOUAT, 1989). A partir dessas observações, HILL (1991) propôs que os 
eventos reprodutivos normais podem ser afetados adversamente por fatores 
imunológicos e denominou-os de imunodistrofismo. 
TNF-α é ativamente produzido por células do epitélio uterino e células do 
trofoblasto placentário. Modulando o crescimento, a diferenciação celular e a 
síntese de várias substâncias, admite-se que o TNF-α influencie a embriogênese 
humana, controlando o crescimento e a diferenciação do trofoblasto e limitando a 
invasão uterina pelo sinciciotrofoblasto. TNF-α biologicamente ativo foi 
encontrado no fluido amniótico, no soro materno e nas secreções vaginais. Alguns 
experimentos demonstraram a presença de receptores para TNF-α na placenta. 
No entanto, seu possível papel no desenvolvimento embrionário não foi ainda 
elucidado (HUNT e ORR, 1992; KRUSE et al., 2000). 
Altos níveis de TNF-α sérico e no fluido amniótico foram observados em certos 
distúrbios gestacionais tais como parto prematuro e retardo do crescimento fetal, uma 
evidência de que possa ser mediador importante do abortamento recorrente atribuído 
a causas imunológicas (DAHER et al., 1999; HILL e CHOI, 2000).  
Bastante significativo é o fato de citocinas inflamatórias, tais como IL-2, 
TNF-α e IFN-γ interromperem uma gravidez normal, quando injetadas em fêmeas 
de camundongos grávidas (CHAOUAT et al., 1990). 
Certas citocinas deletérias podem apresentar efeitos adversos no 
concepto, ou por atividade embriotóxica direta ou danificando o trofoblasto 
placentário (CLARK e CHAOUAT, 1989; HILL, 1991; DENEYS e DeBRUYERE, 
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1997; MOHAPELOA et al., 1998; HILL e CHOI, 2000). O IFN-γ inibe o 
desenvolvimento do trofoblasto in vitro, e quando o IFN-γ é associado com o TNF-
α ocorre a inibição do desenvolvimento embrionário e fetal, e também da 
proliferação in vitro de linhagens trofoblásticas humanas (HAIMOVICI, HILL e 
ANDERSON, 1991). O IFN-γ em combinação com o TNF-α é citotóxico para 
células embrionárias semelhantes a fibroblastos em roedores (SUFFYS et al., 
1989) sendo que esse último é o mediador da apoptose de células trofoblásticas 
(YUI et al., 1994). O IFN-γ atua também inibindo a secreção de GM-CSF no 
epitélio uterino e, devido ao fato do GM-CSF promover o crescimento e/ou 
diferenciação do trofoblasto, a falta dessa citocina pode ser deletéria para o 
mesmo (ROBERTSON et al., 1994).  
As células NK e os linfócitos TCD8+, quando estimulados por TNF-α e IL-2, 
originam células LAK (células exterminadoras ativadas por linfocinas) que se 
mostraram capazes de matar células trofoblásticas (DRAKE e HEAD, 1989). 
Quando injetadas em murinos, as células NK levam à reabsorção fetal e tal fato 
pode ser revertido com anticorpos anti-NK (KINSKY et al., 1990). Em humanos, 
os níveis de células NK no sangue periférico de mulheres não-grávidas com 
história de RSA é mais elevado quando comparado com mulheres não-grávidas 
sem história de RSA (KWAK et al., 1995). 
A concentração de citocinas do tipo Th1 juntamente com as citocinas Th2 
também pode ser crítica em certas fases da gravidez. As citocinas são altamente 
pleiotrópicas e multipotentes, pois uma mesma citocina pode mediar efeitos 
diferentes em diferentes concentrações e em diferentes períodos da gestação. 
Por exemplo, o CSF-1 e o GM-CSF têm papel no crescimento e nutrição do 
trofoblasto, mas, um excesso dessas citocinas, pode levar ao abortamento no 
início da gravidez (LEA e CLARK, 1993). Algumas citocinas tipo Th1, como o 
TNF-α, podem ter papel importante no período peri-implantação e o 
estabelecimento da gravidez, mediando a comunicação entre células do embrião 
e células uterinas maternas (TARTAKOVSKY e BEN-YAIR, 1991; HAIMOVICI e 




3.1.9 Manutenção de um Desvio Th2 na Gravidez Normal 
A principal resposta imune humoral induzida pela gravidez em murinos 
envolve a subclasse IgG1 não-fixadora do complemento. Esse é um anticorpo 
não-citotóxico com propriedades protetoras em potencial. Esse desvio da 
resposta imune está relacionado ao desvio da resposta imune Th1 para Th2 
(BELL e BILLINGTON, 1980). 
Citocinas do tipo Th2, IL-4 e IL-6 induzem a produção de HCG pelo 
trofoblasto, e o HCG estimula a produção de progesterona pelo corpo lúteo na 
gravidez. A progesterona estimula a secreção de citocinas Th2 e inibe a secreção 
de citocinas Th1(PICCINNI et al., 1995; SAITO, 2000).  
Em murinos, a proteção contra a reabsorção fetal pela aloimunização é 
acompanhada por um aumento na produção de IL-10 na placenta. O 
sobrenadante da decídua tem atividade supressora que foi relacionada ao TGFβ-
2 (Fator β-2 transformante do crescimento), cuja expressão está reduzida ou 
ausente em murinos sujeitos à reabsorção fetal e em certas mulheres com RSA 
(LEA et al., 1995).  
Teoricamente, a mudança do padrão Th2 para Th1 em uma proporção de 
mulheres grávidas pode ser atribuída a um ou mais fatores. Deficiências em uma 
ou mais das supostas moléculas imunomodulatórias, citadas anteriormente, 
podem afetar esse desvio. E ainda, enquanto células B, macrófagos e células 
dendríticas podem geralmente apresentar antígenos de tal modo a iniciar tanto 
resposta Th1 como Th2, a preponderância de certas citocinas no local da ativação 
das células T pode levar à mudança em uma ou outra direção (MOSMANN e 
SAD, 1996). Um balanço entre IL-12 (favorece a resposta Th1) e IL-4 (favorece a 
resposta Th2) determina a eventual conseqüência da dicotomia Th1/Th2 durante 
uma resposta imune (TRINCHIERI, 1993, 1994).  
Assim, as citocinas do tipo Th2 provavelmente contribuem para a 
manutenção da gravidez, controlando os sistemas imune e endócrino e 
promovendo a função do trofoblasto no local da implantação (SAITO, 2000). 
Como os níveis de citocinas são controlados geneticamente, tal controle pode ter 
um papel importante no curso de uma resposta imune durante o processo 
reprodutivo (POCIOT et al., 1993). 
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3.1.10 Contestação do Paradigma Th1/Th2 
Novas descobertas sobre a função das citocinas não correspondem à 
dicotomia clássica do equilíbrio Th1/Th2. Além da capacidade de ativar e regular 
as células NK, pela ação sobre moléculas de adesão e pelos efeitos regulatórios 
no processo de vascularização, elas são de grande interesse nas relações 
materno-fetais (CHAOUAT et al., 2002, 2005). 
Alguns autores vêem a relação materno-fetal como semelhante a uma 
relação entre hospedeiro/tumor ou hospedeiro/parasita e não como uma relação 
entre hospedeiro e enxerto (LOKE e KING, 1995). CHAOUAT et al. (2002), 
tendem a acreditar que essas classificações são fúteis, que a relação materno-
fetal é única e representa passo a passo uma interação simbiótica. E, ainda, 
quando o paradigma do equilíbrio Th1/Th2 foi descrito, a maioria das atenções 
estava voltada para os linfócitos T clássicos. As pesquisas apontam até agora 
para um possível papel das células NK (GUIMOND et al., 1997; CHAOUAT et al., 
1998), células Tγδ (ARCK et al., 1997), para a importância das moléculas de 
adesão (APLIN, 1996) e das moléculas inflamatórias na implantação (Mac 
MASTER et al., 1992; SANFORD et al., 1992; SIMON et al., 1994; LOKE e KING, 
1995), fugindo do conceito de "tolerância" ou do fato do sistema imune materno 
não responder ao concepto. 
Inicialmente, às células NK era conferido somente o potencial de invadir o 
tecido fetal. Acreditava-se que sua ativação resultaria na destruição da unidade 
feto-placentária. E, ainda, em murinos, o papel das células NK foi relacionado 
tanto à proteção como à indução de reabsorção fetal, mas também se mostrou 
dependente da produção local de IL-10  (BAINES e De FOUGEROLLES, 1988; 
GENDRON e BAINES, 1988; KINSKY et al., 1990). Surpreendentemente, a 
produção de IL-10 pelo trofoblasto mostrou ser controlada pelas células NK, 
demonstrando pela primeira vez um duplo envolvimento dessas células 
(CHAOUAT et al., 1998). 
A descoberta de que a placenta murina, deficiente de células NK, é 
geralmente hipotrófica, conduzindo a uma morte fetal prematura, redirecionou o 
balanço Th1/Th2 das células T para as células NK (GUIMOND et al., 1997, 1998). 
Esses dados mostraram que a produção de citocinas imunotróficas pode estar, de 
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fato, sendo controlada pelas células NK; portanto, o alorreconhecimento na 
gestação é exercido pelas células NK mais precisamente do que pelos linfócitos 
T, o que pode ocorrer provavelmente em humanos também (CHAOUAT, 2002). 
A primeira indicação de que o paradigma "Uma gestação normal é um 
fenômeno Th2" poderia não ser universalmente aplicável veio com a descoberta 
do envolvimento de um meio de implantação semelhante ao padrão pró-
inflamatório (WEGMANN et al., 1993). Os efeitos de tal resposta inflamatória local 
foram agora relacionados à expressão de moléculas de adesão no trofoblasto 
placentário e nas células da decídua uterina, as quais são necessárias para que a 
implantação ocorra. Esse papel inflamatório na implantação indica que a gestação 
não representa somente uma resposta do tipo Th2, e aponta a existência de 
várias "janelas" que selecionam o perfil de citocinas, sendo a janela da 
implantação uma delas. A relação materno-fetal não pode ser considerada como 
simples tolerância a um tecido estranho, mas sim como uma série intrincada de 
interações mútuas entre as citocinas, orquestrando uma regulação seletiva no 
sistema imune e também controlando a adesão e os processos de vascularização 
durante sua atuação. Portanto, não é mais possível classificar as citocinas em 





4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 CARACTERIZAÇÃO DA AMOSTRA 
Foi conduzido um estudo caso-controle, composto por 62 mulheres-
pacientes, com RSA idiopático, e 76 mulheres-controle pareadas. 
As pacientes apresentaram diagnóstico de RSA primário realizado no 
Hospital de Clínicas da UFPR ou na Clínica Privada Genetika, em Curitiba. 
Pacientes com RSA primário não apresentam qualquer gestação a termo com o 
mesmo parceiro e, geralmente o período gestacional não ultrapassa a 20ª semana. 
Vinte e cinco mulheres sofreram dois abortos, 34 mulheres sofreram entre três e 
cinco abortos e três mulheres sofreram mais do que cinco abortos. Também foram 
excluídas causas citogenéticas (o cariótipo do casal era normal), hormonais, 
anatômicas, doenças infecciosas, doenças auto-imunes, incluindo presença de 
anticorpos antifosfolipídicos. Os abortamentos foram caracterizados como de 
etiologia desconhecida. As pacientes, todas provenientes da região sul do Brasil 
(Paraná) foram classificadas como brancas com ascendência predominantemente 
européia. A idade média das pacientes foi de 30 anos (variando de 19 a 43). 
As 76 mulheres da amostra-controle foram selecionadas e devidamente 
pareadas com as pacientes atendendo aos critérios de não pertencerem à mesma 
família, terem tido pelo menos duas gestações bem sucedidas e a termo, 
pertencerem aos mesmos grupo étnico e condições sócio-econômicas. A idade 
média das mulheres foi de 41 anos (variando de 23 a 63). 
O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do Hospital de Clínicas da 
UFPR (Anexo 1), sendo que pacientes e controles assinaram um termo de 
consentimento informado (Apêndice 1) para participação do estudo e para a 
coleta de amostras sangüíneas.  
 
4.2 EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 
Dez mililitros (10 mL) de sangue periférico foram coletados de cada indivíduo, 
através de punção venosa, em tubos estéreis vacutainer com EDTA. Essas amostras 
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foram centrifugadas para obtenção da camada de leucócitos da qual foi extraído o 
DNA pela técnica de salting-out (LAHIRI et al., 1991) (Apêndice 2). 
4.3 TIPIFICAÇÃO DOS ALELOS DE IL10, TNF e IFNG ATRAVÉS DA TÉCNICA 
PCR-SSP (REAÇÃO DE POLIMERIZAÇÃO EM CADEIA - INICIADORES 
SEQÜÊNCIA-ESPECÍFICOS) 
Para a tipificação dos alelos de IL10, TNF e IFNG foi utilizado o kit 
comercial, Cytokine Genotyping Tray (One-Lambda, Inc, Canoga Park, CA) e a 
técnica PCR-SSP.  
O Cytokine Genotyping Tray contém oligonucleotídeos iniciadores (primers) 
de seqüência específica para amplificação dos genes TNF, IL10 e IFNG, e do 
gene que codifica a β-globina (controle interno). Oligonucleotídeos iniciadores 
(primers) estão presentes em diferentes orifícios da placa de tipificação, sobre os 
quais é adicionada a amostra de DNA, Taq polimerase e mistura de dNTP-tampão 
(D-mix). A quantidade de iniciador é ajustada para amplificar 100 ng da amostra 
de DNA, quando usada em conjunto com a D-mix. 
Um par de iniciadores (primers) é utilizado como controle interno, que 
amplifica uma região conservada do gene que codifica a β-globina humana, o qual 
está presente em todas as amostras de DNA e é usado para verificar a 
integridade da PCR. No controle negativo da reação, coloca-se água ultra pura 
(milli Q), e não DNA. 
Depois do processo da PCR, os fragmentos são separados por eletroforese 
em gel de agarose e visualizados após coloração com brometo de etídeo e 
exposição à luz ultravioleta. 
4.3.1  Tipificação dos Alelos de IL10, TNF e IFNG  
 Para a realização da PCR é utilizado o termociclador Gene Amp Perkin 














- Placa com 96 poços (onde são analisados seis indivíduos) do Cytokine 
Genotyping Tray (One-Lambda, Inc, Canoga Park, CA)M (Figura 8). 
 
FIGURA 8 - PLACA DE ENSAIO COM 96 POÇOS CYTOKINE GENOTYPING TRAY (ONE-
LAMBDA, INC, CANOGA PARK, CA)M 
 
 
- D-MIX (que contém: tampão da enzima Taq polimerase [mantém o pH em 8,3]; 
dNTP’s e MgCl2) ⇒ 180 μl 
- Taq Polimerase concentração 5 U/μl   ⇒  1 μl (não faz parte do kit) 
- DNA concentração 100 ng/μl  ⇒  19 μl (O índice de pureza [A260/A280] das 
amostras de DNA apresentou uma DO entre 1,65 e 1,80). 
- Água ultra pura (milli Q), q.s.p. acertar a concentração do DNA.  
Obs: 10 μl (D-MIX+ DNA + Taq polimerase) foram dispensados por poço da 
placa. 
Nota: Tanto a composição da D-MIX, como as seqüências dos oligonucleotídeos 
iniciadores (primers), não são detalhados pela One Lambda, Inc.  
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Para a PCR-SSP, foi utilizado o termociclador Perkin-Elmer 9700, 
programa PCR One Lambda (OLI-1), de acordo com a seguinte série de passos: 
Ciclos Passo Temp. (o C) Tempo (Seg) 
1 1 96 130 
 2 63 60 
9 1 96 10 
 2 63 60 
20 1 96 10 
 2 59 50 
 3 72 30 
Fim 1 4 0-∞ 
 
O produto da PCR-SSP foi transferido para um gel de agarose a 2,5% 
usando o Gel System (OLI Cat. #MGS108) (Figura 9). 
 
 










- A realização da corrida de eletroforese ocorreu a 150 V, por 5 minutos. 
- O gel de eletroforese foi imerso em solução de brometo de etídeo em TBE (1,6 
mg/L) por 10 minutos. 
- Os fragmentos amplificados foram visualizados com auxílio da luz ultravioleta no 





FIGURA 10 - GEL CONTENDO O RESULTADO DA PCR, VISUALIZADO APÓS COLORAÇÃO 
COM BROMETO DE ETÍDEO (a) E FOTOGRAFADO (b) 
 
 - Os resultados foram interpretados a partir das bandas positivas anotadas em 
uma ficha de análise (Anexo 2).  
4.3.2 Interpretação dos Resultados para Tipificação dos Alelos de IL10, TNF e 
IFNG 
 A interpretação dos resultados é baseada na presença ou ausência de 
amplificação (bandas) de um fragmento de DNA específico com os respectivos 
iniciadores (primers)  (Figura 11). 
FIGURA 11 - ESQUEMA DAS POSSÍVEIS BANDAS QUE PODEM SER OBSERVADAS NO GEL 
APÓS A CORRIDA ELETROFORÉTICA 
+           Reação positiva      Reação negativa        Ausência de reação       
      
_ 
Nas canaletas indicadas, são depositados os produtos amplificados. 
Nas reações positiva e negativa, observamos sempre uma banda do controle interno (de migração mais 
lenta). Na reação positiva (banda de amplificação), observa-se uma banda que se encontra entre a banda 
controle (mais pesada) e a banda difusa de primers não-hibridados (mais leve [em cinza]). O sentido da 









Banda do primer 
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4.3.2.1 Interpretação dos resultados para tipificação dos alelos de IL-10 
 
O padrão eletroforético, observado após a PCR, foi analisado segundo a 
ficha de tipagem que acompanha o kit (Anexo 2). Os tamanhos dos fragmentos 
relacionados aos polimorfismos no gene IL10 estão indicados a seguir: 
 
 
300 pb IL10*-1082A, IL10*-819T 
300 pb IL10*-1082G, IL10*-819C 
300 pb IL10*-1082A, IL10*-819C 
250 pb IL10*-819T, IL10*-592A 
250 pb Il10*-819C, Il10*-592C 
 
 
Os genótipos correspondentes às três posições, -1082, -819 e -592, 
respectivamente, estão relacionados aos seguintes fenótipos para alto, 
intermediário ou baixo produtor de IL-10, conforme detalhado a seguir (TURNER 




GG CC CC alto 
GA CC CC intermediário 
GA CT CA intermediário 
AA CC CC baixo 
AA CT CA baixo 





4.3.2.2 Interpretação dos resultados para tipificação dos alelos de TNF 
Os produtos de amplificação do gene TNF na posição -308 de sua região 
promotora são caracterizados por uma banda de 125 pb, e o padrão 
eletroforético, observado após a PCR, está representado na FIGURA 12. Os 
genótipos correspondentes aos fenótipos, para baixo e alto produtor de TNF-α 


















(a) DNA residual 
(b) Controle da amplificação gênica 
(c) Amplificação alelo-específica 
Padrão de PCR-SSP para a posição –308 do gene IFNG, utilizando o kit Cytokine Genotyping Tray (One-
Lambda, Inc, Canoga Park, CA). Pode-se visualizar no gel o resultado da tipagem de um indivíduo, onde as 
pistas um e dois correspondem respectivamente às posições -308>A e -308>G (bandas de 125 pb), 
identificando um indivíduo homozigoto GG. A seta em vermelho indica o sentido da corrida eletroforética.  No 








4.3.2.3 Interpretação dos resultados para tipificação dos alelos de IFNG  
Para o gene IFNG, os produtos apresentam 250 pb, estando os SNPs 
localizados no íntron 1(+874 T>A), e o padrão eletroforético observado após a 
PCR, está representado na FIGURA 13. Um dos pares de iniciadores (primers) 
detecta o alelo IFNG*874T, e o outro detecta o alelo IFNG*874A. Os genótipos 
correspondentes aos seguintes fenótipos, para alto, intermediário e baixo produtor 



















(a) DNA residual 
(b) Controle da amplificação gênica 
(c) Amplificação alelo-específica 
Padrão de PCR-SSP para a posição +874 do gene IFNG, utilizando o kit Cytokine Genotyping Tray (One-
Lambda, Inc, Canoga Park, CA). Pode-se visualizar, no gel, o resultado de um indivíduo, onde as pistas um e 
dois correspondem respectivamente às posição +874>T e +874>A, identificando um indivíduo homozigoto 
AA. A seta em vermelho indica o sentido da corrida eletroforética. No desenho à direita, detalhe somente das 








4.4 TIPIFICAÇÃO DOS ALELOS DE HLA-DQB1 PELA TÉCNICA 
PCR-SSP 
 Para a genotipagem dos alelos de HLA-DQB1 foi utilizado o kit Micro SSP 
Allele Specific HLA Class II DNA Typing Tray – DQB1; Cat. ID# SSP2-Q1 (One 
Lambda, Inc., Canoga Park, CA)M, que mediante a técnica PCR-SSP produz a 
amplificação simultânea e específica de alelos mais freqüentes, resultado da 
especificidade dos oligonucleotídeos iniciadores (primers) que se encontram em 
diferentes poços de uma mesma placa de ensaio. Essa placa contém 96 poços, 
que se dividem em três conjuntos de 31 poços com especificidades de 
amplificação diferentes e um poço controle negativo (cada placa permite a análise 
simultânea de três indivíduos). 
4.4.1 Descrição do Método 
- Para a realização da PCR foi utilizado o termociclador Gene Amp Perkin Elmer  
PT-9700, com  os seguintes componentes: 
- Placa com 96 poços (onde foram analisados três indivíduos) Micro SSPTM 
Allele Specific HLA Class II DNA Typing Tray – DQB1; Cat. ID# SSP2-Q1 (One-
Lambda, Inc., Canoga Park, CA)M 
- D-MIX (que contém: tampão da enzima Taq polimerase [mantém o pH em 8,3]; 
dNTP’s e MgCl2)  ⇒  360 μl  
- Taq Polimerase concentração 5 U/μl  ⇒  2 μl (não faz parte do kit) 
- DNA concentração 100 ng/μl ⇒3  9 μl (O índice de pureza [A260/A280] das 
amostras de DNA apresentou uma DO entre 1,65 e 1,80). 
- Água ultra pura (milli Q), q.s.p. acertar a concentração do DNA.  
Obs: 10 μl (D-MIX+ DNA + Taq polimerase) foram dispensados por poço da 
placa. 
- Como anteriormente descrito para citocinas, após a eletroforese, o gel foi 
fotografado (Figura 14), as bandas positivas observadas foram anotadas em 
uma ficha de análise (Anexo 3) permitindo a tipagem dos alelos HLA-DQB1. Os 
resultados dessa atribuição alélica foram também corroborados com auxílio do 
software de análise da One Lambda. 
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Fotografia de um gel após corrida eletroforética e para tipificar os alelos HLA-DQB1 utilizando o kit comercial  
“Micro SSPTM Allele Specific HLA CLass II DNA Typing Tray – DQB1 (One-Lambda, Inc, Canoga Park, CA) de um 
individuo. A  flecha “a” indica o controle negativo; as flechas indicadas pela letra “b” indicam as reações positivas; 
as bandas não-sinalizadas são reações negativas. A seta em vermelho indica o sentido da corrida eletroforética. 
 
4.5 TIPIFICAÇÃO DOS ALELOS DE HLA-DRB1 PELA TÉCNICA 
PCR-SSP 
Para a genotipagem de alelos de HLA-DRB1, a técnica utilizada foi similar 
às citadas anteriormente, com as seguintes alterações: 
-  Placa com 96 poços “Micro SSPTM High Resolution HLA CLass II DNA Typing 
Tray – DRB1” (One-Lambda, Inc., Canoga Park, CA), para um indivíduo. 
- D-MIX...........................................................1000 μl  
- Taq Polimerase concentração 5 U/μl.............5,6 μl (não faz parte do kit) 
- DNA concentração 100 ng/μl..........................111 μl  
- Como anteriormente descrito para citocinas, após a eletroforese o gel foi 
fotografado (Figura 15), as bandas positivas observadas foram anotadas em 
uma ficha de análise (Anexo 4) onde foram identificados os alelos HLA-DRB1, e 





















Fotografia de um gel após corrida eletroforética  para tipificar os alelos HLA-DRB1  utilizando o kit comercial  
“Micro SSPTM High Resolution HLA CLass II  Typing Tray – DRB1” (One-Lambda, Inc, Canoga Park, CA) de 






5 ANÁLISE E TRATAMENTO ESTATÍSTICO DOS RESULTADOS 
5.1 CARACTERIZAÇÃO DAS VARIANTES ALÉLICAS DE IL10, TNF, IFNG, 
HLA-DQB1 e HLA-DRB1 
A caracterização das variantes alélicas e atribuição de genótipos foram 
realizadas, comparando-se os padrões eletroforéticos de amplificação do DNA 
com os iniciadores nucleotídicos alelo-específicos, de acordo com protocolo do 
fabricante do kit. 
5.2 FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS, GENOTÍPICAS E HAPLOTÍPICAS  
As freqüências alélicas e genotípicas foram obtidas por contagem direta 
dos alelos através da fórmula: 
X = n/2N, onde X = freqüência relativa do alelo 
             n = freqüência absoluta do alelo 
             N = número total de indivíduos 
O equilíbrio de Hardy-Weinberg foi testado de acordo com o procedimento 
descrito por GUO e THOMPSON conforme detalhado por SCHNEIDER et al. 
(2.000), usando o software ARLEQUIN 2000. As freqüências haplotípicas foram 
estimadas pelo método da verossimilhança que utiliza o algoritmo EM 
(maximização de expectativa) que faz parte do conjunto de programas disponíveis 
no pacote ARLEQUIN. Para a comparação de freqüências e teste do equilíbrio de 
Hardy-Weinberg, foram utilizados os testes do χ2 e teste exato de Fisher.  
5.3 ANÁLISE DE ASSOCIAÇÃO ENTRE IL10, TNF, IFNG, HLA-DQB1 e HLA- 
DRB1 E ABORTAMENTO ESPONTÂNEO RECORRENTE  
Para a análise de associação foram relacionados o número de pacientes e 
controles, portadores de cada variante alélica de IL10, TNF, IFNG, HLA-DQB1 e 
HLA-DRB1 em tabelas de contingência 2x2 (MILLER, 1997). Essa comparação 
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permitiu testar a hipótese nula (Ho), do alelo em questão, apresentar freqüência 
similar nas amostras paciente e controle. 
Os resultados foram interpretados através dos valores de probabilidade (p) 
obtidos através da análise dos dados pelo teste exato de Fisher. Nos casos em 
que o valor de p foi significativo (≤0,05) foi calculado o Odds Ratio (razão de 





Sessenta e uma mulheres-pacientes com RSA e 75 mulheres-controle 
foram genotipadas para IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) 
e IFNG (+874 T>A), com resultados conclusivos.  
Foram genotipadas 59 mulheres-pacientes com RSA e 73 mulheres-
controle para o gene HLA-DQB1, com resultados conclusivos.  
Foram genotipadas 59 mulheres-pacientes com RSA e 72 mulheres-
controle para o gene HLA-DRB1, com resultados conclusivos. 
6.1 GENES IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) E IFNG 
(+874 T>A)  
6.1.1 Freqüências Alélicas de IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 
G>A) E IFNG (+874 T>A) Entre Pacientes Com RSA (N=61) e Mulheres-
Controle (N=75) 
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas quando 
comparadas as freqüências alélicas e de portadores de variantes alélicas de IL10 
(-1082 G>A, -819 C>T, -592  C>A),  TNF (-308  G>A) e IFNG (+874  T>A)  entre 






TABELA 1A - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS DE  IL10 (-1082 G>A, -819  C>T, 
-592  C>A),  TNF (-308  G>A) E IFNG (+874  T>A) ENTRE PACIENTES COM RSA 
(N=61) E MULHERES-CONTROLE (N=75)  
Alelo Pacientes (N=61) 
Controles 
(N=75) p GENE (Posição) 
 n(%) n(%)  
G 52(43) 59 (39)  
IL10 (-1082) 
A 70(57) 91(61) 0,624 
     
C 89 (73) 110 (73)  
IL10 (-819) 
T 33 (27) 40 (27) 1 
     
A 33 (27) 40 (27)  
IL10 (-592)  
C 89 (73) 110 (73) 1 
     
G 106 (87) 132 (88)  
TNF (-308) 
A 16 (13) 18 (12) 0,857 
     
T 56 (46) 66(44)  
IFNG (+874) 
A 66 (54) 84 (56) 0,809 





TABELA 1B - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PORTADORES DE VARIANTES 
ALÉLICAS DE  IL10 (-1082 G>A, -819  C>T, -592  C>A),  TNF (-308  G>A) E IFNG 
(+874  T>A) ENTRE PACIENTES COM RSA (N=61) E MULHERES-CONTROLE 
(N=75)  
Alelo Pacientes (N=61) 
Controles 
(N=75) P GENE (Posição) 
 n(%) n(%)  
G 40(65) 51 (68)  
IL10 (-1082) 
A 49(80) 66(88) 0,884 
     
C 57 (93) 68 (91)  
IL10 (-819) 
T 29 (48) 34 (45) 1 
     
A 29 (48) 34 (45)  
IL10 (-592) 
C 57 (93) 68(91) 1 
     
G 61 (100) 72 (96)  
TNF (-308) 
A 16 (26) 15 (20) 0,683 
     
T 41 (67) 51(68)  
IFNG (+874) 
A 46 (75) 59 (79) 1 
ρ=valor de p 
6.1.2 Freqüências Genotípicas de IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A),  TNF 
(-308  G>A) e IFNG (+874  T>A) e Comparação Entre  Pacientes Com RSA 
(N=61) e Mulheres-Controle (N=75) 
Da mesma forma quando comparamos as freqüências genotípicas de IL10 (-
1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) entre 
pacientes com RSA (N=61) e mulheres-controle (N=75), não foi observada 
diferença estatística significativa na distribuição dos genótipos entre as mesmas 




TABELA 2 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE IL10 (-1082 G>A, -819 
C>T, -592 C>A),  TNF (-308  G>A) E IFNG (+874  T>A) ENTRE AS PACIENTES COM 
RSA (N=61)  E MULHERES-CONTROLE (N=75)  
 
GENE (Posição) Genótipo Pacientes (N=61) 
Controles 
(N=75) p 
  n(%) n(%)  
IL10 (-1082) GG 12 (20) 8 (11) 0.164 
AG 28 (46) 43 (57) 0,336  
AA 21 (34) 24 (32) 0,873 
     
CC 32 (52) 41(55) 0,889 
CT 25 (41) 28 (37) 0,761 
IL10 (-819) 
TT 4 (7) 6 (8) 1 
     
CC 32 (52) 41(55) 0,893 
CA 25 (41) 28 (37) 0,758 
IL10 (-592) 
AA 4 (7) 6 (8) 1 
     
TNF (-308) AA 0 (0) 2 (3) 0,502 
 GA 16 (26) 14 (19) 0,343 
 GG 45 (74) 59 (78) 0,714 
     
IFNG (+874) TT 15 (24) 14 (19) 0,439 
 TA 26 (43) 38 (50) 0,478 
 AA 20(33) 23 (31) 0,870 
p: valor de p 
6.1.3 Equilíbrio de Hardy-Weinberg para os Genes IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -
592 C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A)  
A distribuição dos genótipos relacionados aos polimorfismos nos genes 
IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A), 
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tanto na amostra de pacientes com RSA (N=61) como na amostra de mulheres-
controle (N=75), permite concluir que ambas as amostras se encontram em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg (Tabela 3). 
TABELA 3 - EQUILÍBRIO DE HARDY-WEINBERG PARA OS GENES IL10 (-1082 G>A, -819  
C>T, -592  C>A),  TNF (-308  G>A) e IFNG (+874  T>A) 
Pacientes (N=61)  Controles (N=75) Genótipos 
(posição) p s.d.  p s.d. 
IL10 (-1082 G>A) 0,79419 0,00122  0,08842 0,00082 
IL10 (-819 C>T) 0,73920 0,00144  0,76550 0,00131 
IL10 (-592 C>A) 0,73689 0,00128  0,76409 0,00131 
TNF (-308 G>A) 0,57734 0,00155  0,19410 0,00138 
IFNG (+874 T>A) 0,43491 0,00156  0,81309 0,00122 
ρ=valor de p 
s.d.= desvio padrão 
6.1.4 Freqüências Genotípicas de IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-
308 G>A) e IFNG (+874 T>A) Entre Pacientes Com RSA e Mulheres-
Controle Agrupadas de Acordo com o Fenótipo “Produção de Citocinas” 
(Alto, Intermediário e Baixo) 
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre as 
amostras de pacientes com RSA (N=61) e mulheres-controle (N=75) (Tabela 4) 
na análise dos genótipos de IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 
G>A) e IFNG (+874 T>A) agrupados de acordo com os fenótipos alto, 




TABELA 4 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS DE IL10 (-1082 G>A, -819 
C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) ENTRE PACIENTES COM 
RSA (N=61) E MULHERES-CONTROLE (N=75) AGRUPADAS DE ACORDO COM 





Gene  Posições Genótipos Fenótipos* 






-1082, -819, -592 
 
GG CC CC  
 
GA CC CC 
GA CT CA 
 
AA CC CC 
AA CT CA 











































































p: valor de p 
(*) Fenótipos para produção das citocinas de acordo com Perrey et al. (1998,1999). 
 
6.2 FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS COMBINADAS DE TNF (-308 G>A) E IFNG 
(+874 T>A) E RESPECTIVOS FENÓTIPOS “PRODUÇÃO DE CITOCINAS” 
(ALTO, INTERMEDIÁRIO E BAIXO) ENTRE PACIENTES COM RSA E 
MULHERES-CONTROLE 
A análise combinada das distribuições genotípicas e respectivos fenótipos 
alto, intermediário e baixo produtor de citocinas TNF-α e IFN-γ (categorizados 
como pró-inflamatórios) permitiu concluir que genótipos e respectivos fenótipos 
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apresentam distribuição semelhante nas amostras de pacientes com RSA (N=61) 
e mulheres-controle (N=75) (Tabela 5). 
TABELA 5 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS COMBINADAS DE TNF (-308 
G>A) E IFNG (+874 T>A), CATEGORIZADAS CONFORME FENÓTIPOS  
“PRODUÇÃO DE CITOCINAS” ENTRE PACIENTES COM RSA (N=61) E 
MULHERES-CONTROLE (N=75) 
 
Genótipo (Fenótipo) Pacientes (N=61) Controles (N=75) p 
TNF -308 IFNG +874 n % n %  
GG (baixo) AA (alto) 14 23 21 28 0,558 
GG (baixo) TA (alto) 19 31 29 39 0,377 
GG (baixo) TT (baixo) 12 20 10 13 0,352 
GA (alto) AA (alto) 6 10 3 4 0,299 
GA (alto) TA (intermediário) 7 11 6 8 0,237 
GA (alto) TT (baixo) 3 5 4 5 1 
AA (alto) TA (intermediário) 0 0 2 3 0,507 
p: valor de p 
6.3 GENES HLA-DQB1 E HLA-DRB1 
6.3 1 Gene HLA-DQB1 
 
6.3.1.1 Freqüências alélicas e dos grupos alélicos de HLA-DQB1 
A distribuição das freqüências de portadores de alelos de HLA-DQB1 foi 
similar na amostra de pacientes com RSA (N=59) e mulheres-controle (N=73) e 
nenhuma diferença estatisticamente significativa foi encontrada quando se 




TABELA 6 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PORTADORES DE ALELOS DE HLA-
DQB1 ENTRE PACIENTES COM RSA (N=59) E MULHERES-CONTROLE (N=73)  
Pacientes (N=59) Controles (N=73) Alelo 
 n % n % 
p 
 
DQB1*0201 8 13,56 10 13,70    1 
DQB1*0202 5 8,47 16 21,92    0,225 
DQB1*0301 22 37,29 34 46,57    0,292 
DQB1*0302 13 22,03 17 23,29    1 
DQB1*0303 5 8,47 5 6,85    1 
DQB1*0304 0 0,00 1 1,37    - 
DQB1*0313 0 0,00 1 1,37    - 
DQB1*0402 7 11,86 9 12,33    1 
DQB1*0501 16 27,12 13 17,81    0,208 
DQB1*0502 6 10,17 4 5,48    0,346 
DQB1*0503 5 8,47 5 6,85    0,751 
DQB1*0601 3 5,08 2 2,74    0,658 
DQB1*0602 6 10,17 9 12,33    0,783 
DQB1*0603 12 20,34 10 13,70    0,819 
DQB1*0604 2 3,39 3 4,11    1 
DQB1*0609 2 3,39 0 0,00    0,191 
DQB1*0611 0 0,00 1 1,37    - 
DQB1*0614 0 0,00 1 1,37    - 
p: valor de p 
 
 
Quando comparadas às freqüências dos portadores de grupos alélicos de 
HLA-DQB1 entre pacientes com RSA e mulheres-controle, não foram observadas 




TABELA 7 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DOS PORTADORES DE GRUPOS ALÉLICOS 
DE HLA-DQB1 ENTRE PACIENTES COM RSA (N=59) E MULHERES-CONTROLE 
(N=73) 
Grupo 
Alélico Pacientes (N=59) Controles (N=73) p 
  n % n %  
DQB1*02 13 22,03 26 35,62 0,123 
DQB1*03 40 67,80 58 79,45 0,159 
DQB1*04 7 11,86 9 12,32   1 
DQB1*05 27 45,76 22 30,14 0,076 
DQB1*06 25 42,37 26 35,62 0,523 
p: valor de p 
6.3.1.2 Freqüências  genotípicas de HLA-DQB1 
Foram comparadas as freqüências genotípicas (>0,01) de HLA-DQB1 entre 
as amostras de pacientes com RSA (N=59) e mulheres-controle (N=73), e 
nenhuma diferença estatisticamente significativa foi observada entre as amostras 
(Tabela 8). 
TABELA 8 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS (>0,01) DE HLA-DQB1 ENTRE 
PACIENTES COM RSA (N=59) E MULHERES-CONTROLE (N=73)  
Genótipo Pacientes (N=59) Controles (N=73) p 
  n % n %  
DQB1*0201   -DQB1*0301 2 3,39 4 5,48 0,690 
DQB1*0201   -DQB1*0303 0 0,00 2 2,74 0,501 
DQB1*0201   -DQB1*0501 4 6,78 1 1,37 0,166 
DQB1*0202   -DQB1*0301 0 0,00 5 6,85 0,067 
DQB1*0202   -DQB1*0302 1 1,69 3 4,11 0,628 
DQB1*0202   -DQB1*0501 0 0,00 4 5,48 0,130 
DQB1*0301   -DQB1*0301 2 3,39 3 4,11 1 
DQB1*0301   -DQB1*0302 5 8,47 2 2,74 0,244 
DQB1*0301   -DQB1*0402 2 3,39 4 5,48 0,688 
DQB1*0301   -DQB1*0501 3 5,08 3 4,11 1 
DQB1*0301   -DQB1*0602 2 3,39 2 2,74 1 
DQB1*0301   -DQB1*0603 3 5,08 3 4,11 1 
DQB1*0301   -DQB1*0604 1 1,69 3 4,11 0,629 
DQB1*0302   -DQB1*0603 3 5,08 2 2,74 0,660 
DQB1*0501   -DQB1*0603 3 5,08 1 1,37 0,319 
 p: valor de  
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A distribuição dos genótipos de HLA-DQB1 agrupados foi similar entre 
pacientes com RSA e mulheres-controle, com exceção do genótipo HLA-
DQB1*02/HLA-DQB1*03 que apresentou diferença estatisticamente significativa 
entre as amostras (ρ=0,011; Odds Ratio= 0,21 e IC[95%]=0,06 – 0,75), com uma 
freqüência maior na amostra controle (Tabela 9). 
TABELA 9 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS GENOTÍPICAS (POR GRUPO ALÉLICO) DE HLA-
DQB1 ENTRE PACIENTES COM RSA (N=59) E MULHERES-CONTROLE (N=73)  
Pacientes (N=59) Controles (N=73) Genótipo 
 n % n % 
  p 
 
OR (IC 95%) 
 
DQB1*02   -DQB1*02   1 1,69   0   0,00 - - 
DQB1*02   -DQB1*03   3 5,08 15 20,55 0,011  0,21 (0,06-0,75) 
DQB1*02   -DQB1*04   2 3,39   1   1,37 0,586 - 
DQB1*02   -DQB1*05   6 10,17   5   6,85 0,542 - 
DQB1*02   -DQB1*06   1 1,69   5   6,85 0,225 - 
DQB1*03   -DQB1*03   9 15,25 11 15,07 1,000 - 
DQB1*03   -DQB1*04   3 5,08   6   8,22 0,727 - 
DQB1*03   -DQB1*05   8 13,56   7   9,59 0,578 - 
DQB1*03   -DQB1*06 11 18,64 12 16,44 0,820 - 
DQB1*04   -DQB1*05   1 1,69   1   1,37 - - 
DQB1*04   -DQB1*06   1 1,69   1   1,37 - - 
DQB1*05   -DQB1*05   4 6,78   2   2,74 0,409 - 
DQB1*05   -DQB1*06   6 10,17   6   8,22 0,768 - 
DQB1*06   -DQB1*06   3 5,08   1   1,37 0,324 - 
p: Valor de p; OR: Odds Ratio; IC=Intervalo de Confiança. 
6.3.1.3 Equilíbrio de Hardy-Weinberg para o gene HLA-DQB1   
As distribuições dos genótipos relacionados ao gene HLA-DQB1 permitiram 
evidenciar o equilíbrio de Hardy-Weinberg nas amostras de pacientes com RSA 




6.3.2 Gene HLA-DRB1 
6.3.2.1 Freqüências alélicas e de grupos alélicos de HLA-DRB1 
A distribuição das freqüências de portadores de variantes alélicas de HLA-
DRB1 entre pacientes com RSA e mulheres-controle foi similar, exceto com 
relação ao alelo HLA-DRB1*1104 (ρ=0,045) que apresentou maior freqüência na 
amostra paciente. O valor do Odds Ratio foi de 6,76 (0,67-57,71) com índice de 
confiança de 95% (Tabela 10). 
TABELA 10 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS (>0,01) DE PORTADORES DE 
VARIANTES ALÉLICAS DE HLA-DRB1 ENTRE PACIENTES COM RSA (N=59) 
E MULHERES-CONTROLE (N=72)  
Pacientes (N=59) Controles (N=72) Alelos 
 
n % n % 
p 
 
OR (IC 95%) 
 
DRB1*0101 10 16,95 6   8,33    0,186 - 
DRB1*0102   3   5,08 3   4,17    1 - 
DRB1*0301   8 13,56 10 13,89    1 - 
DRB1*0401   2   3,39 2   2,78    1 - 
DRB1*0402   4   6,78 6   8,33    1 - 
DRB1*0404   3   5,08 3   4,17    1 - 
DRB1*0405   2   3,39 4   5,56    0,690 - 
DRB1*0701   9 15,25 16 22,22    0,367 - 
DRB1*0801   3   5,08 4   5,56    1 - 
DRB1*0802   2   3,39 4   5,56    0,694 - 
DRB1*0901   0   0,00 4   5,56    0,131 - 
DRB1*1001   1   1,69 4   5,56    0,382 - 
DRB1*1101   8 13,56 16 22,22    0,288 - 
DRB1*1102   1   1,69 0   0,00    0,446 - 
DRB1*1104   6 10,17 1   1,39    0,045 6,76 (0,67-57,71) 
DRB1*1201   4   6,78 9 12,50    0,393 - 
DRB1*1301 10 16,95 13 18,06    1 - 
DRB1*1302   5   8,47 2   2,78    0,254 - 
DRB1*1303   1   1,69 4   5,56    0,391 - 
DRB1*1401   5   8,47 5   6,94    0,755 - 
DRB1*1402   1   1,69 3   4,17    0,632 - 
DRB1*1501   6 10,17 7   9,72    1 - 
DRB1*1502   3   5,08 1   1,39    0,334 - 
DRB1*1601   3   5,08 3   4,17    1 - 
DRB1*1602   1   1,69 3   4,17    0,632 - 
ρ=valor de p 
OR= Odds Ratio 




Nas análises e comparações de portadores de grupos alélicos de HLA-
DRB1 não foram observadas diferenças estatisticamente significativas entre as 
amostras de pacientes com RSA (N=59) e mulheres-controle (N=72) (Tabela 11). 
TABELA 11 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PORTADORES DE GRUPO ALÉLICO DE 
HLA-DRB1 ENTRE PACIENTES COM RSA (N=59) E MULHERES-CONTROLE 
(N=72) 
Grupo Alélico Pacientes (N=59)  Controles (N=72) p 
 n    %  n      %  
DRB1*01 15 25,42  10 13,89 0,134 
DRB1*03   8 13,56  10 13,89 1 
DRB1*04 15 25,42  18 25,00 1 
DRB1*07   9 15,25  16 22,22 0,371 
DRB1*08   8 13,56  10 13,89 1 
DRB1*09   0 0,00  4 5,56 0,133 
DRB1*10   1 1,69  4 5,56 0,389 
DRB1*11 16 27,12  19 26,39 1 
DRB1*12   4 6,78  9 12,50 0,393 
DRB1*13 18 30,51  19 26,39 0,723 
DRB1*14   7 11,86  10 13,89 0,810 
DRB1*15 10 16,95  9 12,50 0,620 
DRB1*16   4 6,78  6 8,33 1 
               ρ=valor de p 
6.3.2.2 Equilíbrio de HARDY-WEINBERG para o gene HLA-DRB1  
 
As distribuições dos genótipos relacionados ao gene HLA-DRB1 permitiram 
concluir que as amostras de pacientes com RSA (ρ=0,577; d.s.[desvio 
padrão]=0,00149) e mulheres-controle (ρ=0,166; d.s.[desvio padrão]=0,00137), se 






6.3.2.3 Freqüências haplotípicas de HLA-DRB1/HLA-DQB1 em pacientes e 
controles 
As freqüências haplotípicas (>0,01) de HLA-DRB1/HLA-DQB1 foram 
comparadas entre pacientes com RSA e mulheres-controle, e nenhuma diferença 
estatisticamente significativa foi observada na distribuição dos haplótipos (Tabela 
12). 
TABELA 12 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS HAPLOTÍPICAS (>0,01) DE HLA-DRB1/HLA-
DQB1 ENTRE PACIENTES COM RSA (N=57) E MULHERES-CONTROLE (N=71)  
Pacientes (N=57) Controles (N=71) Haplótipo 
          n       %          n      % 
p 
 
DRB1*0101 DQB1*0501 5 4,39 12 8,45 0,209 
DRB1*0102 DQB1*0501 2 1,75 4 2,82 0,693 
DRB1*0301 DQB1*0201 7 6,14 10 7,04 0,803 
DRB1*0402 DQB1*0302 3 2,63 4 2,82 1 
DRB1*0404 DQB1*0302 2 1,75 4 2,82 0,694 
DRB1*0405 DQB1*0302 2 1,75 2 1,41 1 
DRB1*0701 DQB1*0202 12 10,53 6 4,23 0,088 
DRB1*0701 DQB1*0303 2 1,75 6 4,23 0,298 
DRB1*0801 DQB1*0402 2 1,75 4 2,82 0,691 
DRB1*0802 DQB1*0402 2 1,75 2 1,41 1 
DRB1*1001 DQB1*0501 3 2,63 1 0,70 0,322 
DRB1*1101 DQB1*0301 12 10,53 8 5,63 0,244 
DRB1*1201 DQB1*0301 6 5,26 4 2,82 0,346 
DRB1*1301 DQB1*0603 7 6,14 11 7,75 0,634 
DRB1*1302 DQB1*0301 2 1,75 0 0,00 0,203 
DRB1*1303 DQB1*0301 2 1,75 1 0,70 0,589 
DRB1*1401 DQB1*0503 3 2,63 5 3,52 0,734 
DRB1*1402 DQB1*0301 2 1,75 1 0,70 0,592 
DRB1*1401 DQB1*0602 2 1,75 0 0,00 0,203 
DRB1*1501 DQB1*0602 5 4,39 4 2,82 0,737 
DRB1*1601 DQB1*0502 2 1,75 4 2,82 0,695 
DRB1*1602 DQB1*0301 2 1,75 1 0,70 0,587 
p: valor de p 
A comparação da distribuição dos haplótipos de HLA-DRB1/HLA-DQB1, 
considerando-se os grupos alélicos entre pacientes com RSA e mulheres-controle, 
foi similar e não apresentou diferença estatisticamente significativa (Tabela 13). 
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TABELA 13 -  COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS HAPLOTÍPICAS DE HLA-DRB1/HLA-DQB1 
(GRUPOS ALÉLICOS) ENTRE PACIENTES COM RSA (N=57) E MULHERES-
CONTROLE (N=71)  
Pacientes (N=57) Controles (N=71) Haplótipo 
 n % n % 
p 
DRB1*01 DQB1*05 14 12,28 10 7,04 0,199 
DRB1*03 DQB1*02 8 7,02 10 7,04 1 
DRB1*04 DQB1*03 14 12,28 18 12,68 1 
DRB1*07 DQB1*02 5 4,39 14 9,86 0,154 
DRB1*07 DQB1*03 5 4,39 2 1,41 0,246 
DRB1*07 DQB1*05 1 0,88 0 0,00 - 
DRB1*08 DQB1*03 2 1,75 0 0,00 - 
DRB1*08 DQB1*04 6 5,26 8 5,63 1 
DRB1*08 DQB1*06 0 0,00 2 1,41 0,506 
DRB1*09 DQB1*02 0 0,00 1 0,70 - 
DRB1*09 DQB1*03 0 0,00 2 1,41 - 
DRB1*10 DQB1*05 1 0,88 4 2,82 0,387 
DRB1*11 DQB1*03 15 13,16 18 12,68 1 
DRB1*11 DQB1*06 2 1,75 1 0,70 0,585 
DRB1*12 DQB1*03 3 2,63 8 5,63 0,362 
DRB1*12 DQB1*04 0 0,00 1 0,70 - 
DRB1*12 DQB1*05 1 0,88 0 0,00 - 
DRB1*13 DQB1*03 2 1,75 6 4,23 0,303 
DRB1*13 DQB1*06 14 12,28 13 9,15 0,415 
DRB1*14 DQB1*03 1 0,88 4 2,82 0,389 
DRB1*14 DQB1*05 6 5,26 5 3,52 0,54 
DRB1*15 DQB1*05 3 2,63 0 0,00 0,087 
DRB1*15 DQB1*06 7 6,14 10 7,04 0,803 
DRB1*16 DQB1*03 1 0,88 1 0,70 - 
DRB1*16 DQB1*05 3 2,63 4 2,82 1 
p: valor de p 
6.4 ALELOS DE HLA-DRB1 E IL-10 (-1082 G>A e -592 C>A), HAPLÓTIPOS DE 
HLA-DRB1/TNF (-308 A>G) E ALELOS DE HLA-DRB1 E  IFNG (+874 T>A) 
6.4.1 Freqüências Combinadas de HLA-DRB1 e IL10 (-1082 G>A) em Pacientes 
e Mulheres-Controle  
A análise combinada de portadores de variantes alélicas de HLA-DRB1 e 
de IL10 (-1082 G>A), com freqüência superior a 1%, nas amostras de pacientes 




TABELA 14 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PORTADORES DE COMBINAÇÕES DE 
VARIANTES ALÉLICAS (>0,01) DE HLA-DRB1 E IL10 (-1082 G>A) ENTRE  







n % n % 
 
p 
DRB1*0101 IL10-1082*G 8 6,90 6 4,29 0,418 
DRB1*0301 IL10-1082*A 3 2,59 3 2,14 1 
DRB1*0301 IL10-1082*G 5 4,31 6 4,29 1 
DRB1*0402 IL10-1082*A 2 1,72 4 2,86 0,692 
DRB1*0404 IL10-1082*A 3 2,59 3 2,14 1 
DRB1*0405 IL10-1082*A 2 1,72 2 1,43 1 
DRB1*0701 IL10-1082*A 11 9,48 11 7,86 0,658 
DRB1*0701 IL10-1082*G   0 0,00   5 3,57 0,067 
DRB1*0801 IL10-1082*A   3 2,59   0 0,00 0,091 
DRB1*0801 IL10-1082*G   0 0,00   3 2,14 0,254 
DRB1*0802 IL10-1082*A   1 0,86   4 2,86 0,379 
DRB1*1001 IL10-1082*A  1 0,86   4 2,86 0,379 
DRB1*1101 IL10-1082*A   4 3,45 12 8,57 0,121 
DRB1*1101 IL10-1082*G   7 6,03   4 2,86 0,277 
DRB1*1104 IL10-1082*A   5 4,31   1 0,71 0,098 
DRB1*1201 IL10-1082*A   4 3,45   4 2,86 1 
DRB1*1201 IL10-1082*G   0 0,00   4 2,86 0,131 
DRB1*1301 IL10-1082*A   3 2,59   5 3,57 0,732 
DRB1*1301 IL10-1082*G   7 6,03   8 5,71 1 
DRB1*1302 IL10-1082*G   4 3,45   1 0,71 0,179 
DRB1*1303 IL10-1082*G   0 0,00   3 2,14 0,255 
DRB1*1401 IL10-1082*A   3 2,59  2 1,43 0,661 
DRB1*1401 IL10-1082*G   2 1,72   4 2,86 0,692 
DRB1*1402 IL10-1082*A   0 0,00   3 2,14 0,254 
DRB1*1501 IL10-1082*A   6 5,17   7 5,00 1 
DRB1*1502 IL10-1082*A   3 2,59   1 0,71 0,338 
DRB1*1601 IL10-1082*A   1 0,86   3 2,14 0,628 
DRB1*1602 IL10-1082*G   0 0,00   3 2,14 0,252 
p: valor de p 
Da mesma forma, a distribuição combinada de portadores de grupos 
alélicos de HLA-DRB1 e alelos de IL10 (-1082 G>A) entre as amostras de 
pacientes com RSA e mulheres-controle foi similar (Tabela 15). 
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TABELA 15 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PORTADORES DE COMBINAÇÕES DE  
GRUPOS  ALÉLICOS  DE  HLA-DRB1  E VARIANTES ALÉLICAS DE IL10 (-1082 
G>A) ENTRE  PACIENTES COM RSA (N=58) E MULHERES-CONTROLE (N=70)   
Pacientes (N=58) Controles (N=70) 
Grupo Alélico Alelo 
n % n % 
p 
DRB1*01 IL10-1082*A   4 3,45   2 1,43 0,416 
DRB1*01 IL10-1082*G 10 8,62   8 5,71 0,453 
DRB1*03 IL10-1082*A   3 2,59   3 2,14 1 
DRB1*03 IL10-1082*G   5 4,31   6 4,29 1 
DRB1*04 IL10-1082*A   9 7,76 12 8,57 1 
DRB1*04 IL10-1082*G   5 4,31   6 4,29 1 
DRB1*07 IL10-1082*A 11 9,48 11 7,86 0,656 
DRB1*07 IL10-1082*G   0 0,00   5 3,57 0,062 
DRB1*08 IL10-1082*A   5 4,31   6 4,29 1 
DRB1*08 IL10-1082*A   3 2,59   3 2,14 1 
DRB1*09 IL10-1082*A   0 0,00   2 1,43 0,501 
DRB1*09 IL10-1082*G   0 0,00   2 1,43 0,501 
DRB1*10 IL10-1082*A   1 0,86   4 2,86 0,379 
DRB1*11 IL10-1082*A   7 6,03 14 10,00 0,366 
DRB1*11 IL10-1082*G 10 8,62   5 3,57 0,103 
DRB1*12 IL10-1082*A   0 0,00   4 2,86 0,130 
DRB1*12 IL10-1082*G   4 3,45   4 2,86 1 
DRB1*13 IL10-1082*A   6 5,17   7 5,00 1 
DRB1*13 IL10-1082*G 11 9,48 11 7,86 0,653 
DRB1*14 IL10-1082*A   3 2,59   6 4,29 0,522 
DRB1*14 IL10-1082*G   4 3,45   4 2,86 1 
DRB1*15 IL10-1082*A 10 8,62   9 6,43 0,633 
DRB1*15 IL10-1082*G   1 0,86   0 0,00 0,453 
DRB1*16 IL10-1082*A   2 1,72   3 2,14 1 
DRB1*16 IL10-1082*G   2 1,72   3 2,14 1 
ρ=valor de p 
6.4.2  Freqüências Combinadas de HLA-DRB1 e  IL10 (-592 C>A) em Pacientes  
e  Controles  
A análise da distribuição de portadores de variantes alélicas de alelos de 
HLA-DRB1 e IL10 (-592 C>A), com freqüência superior a 1%, nas amostras de 
pacientes com RSA e mulheres-controle foi realizada, e não foram encontradas 
diferenças estatisticamente significativas entre as mesmas (Tabela 16). 
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TABELA 16 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS (>0,01) DE PORTADORES DE COMBINAÇÕES 
DE VARIANTES ALÉLICAS DE HLA-DRB1  E  IL10 (-592 C>A) ENTRE PACIENTES 
COM RSA (N=58) E MULHERES-CONTROLE (N=70)   
Pacientes (N=58) Controles (N=70) 
Alelos 
n % n % p 
DRB1*0101 IL10-592*C 9 7,76 5 3,57 0,176 
DRB1*0301 IL10-592*C   7 6,03   9 6,43 1 
DRB1*0402 IL10-592*A   3 2,59   1 0,71 0,333 
DRB1*0402 IL10-592*C   0 0,00   5 3,57 0,065 
DRB1*0404 IL10-592*C   3 2,59   3 2,14 1 
DRB1*0701 IL10-592*A   3 2,59   2 1,43 0,665 
DRB1*0701 IL10-592*C   8 6,90 14 10,00 0,497 
DRB1*0801 IL10-592*C   3 2,59   3 2,14 1 
DRB1*0802 IL10-592*C   2 1,72   2 1,43 1 
DRB1*0901 IL10-592*C   0 0,00   4 2,86 0,130 
DRB1*1001 IL10-592*C   1 0,86   4 2,86 0,381 
DRB1*1101 IL10-592*A   1 0,86   7 5,00 0,076 
DRB1*1101 IL10-592*C   8 6,90   9 6,43 1 
DRB1*1104 IL10-592*C   5 4,31   1 0,71 0,091 
DRB1*1201 IL10-592*A   2 1,72   3 2,14 1 
DRB1*1201 IL10-592*C   2 1,72   5 3,57 0,461 
DRB1*1301 IL10-592*A   4 3,45   4 2,86 1 
DRB1*1301 IL10-592*C   6 5,17   9 6,43 0,788 
DRB1*1302 IL10-592*C   5 4,31   2 1,43 0,248 
DRB1*1303 IL10-592*C   1 0,86   3 2,14 0,625 
DRB1*1401 IL10-592*A   3 2,59   0 0,00 0,091 
DRB1*1401 IL10-592*C   2 1,72   6 4,29 0,298 
DRB1*1402 IL10-592*A   1 0,86   3 2,14 0,630 
DRB1*1501 IL10-592*A   3 2,59   4 2,86 1 
DRB1*1501 IL10-592*C   4 3,45   3 2,14 0,704 
DRB1*1502 IL10-592*C   3 2,59   1 0,71 0,333 
p: valor de p 
As comparações de portadores de combinações de grupos alélicos de 
HLA-DRB1 e IL10 (-592 C>A) permitiram concluir por distribuições similares entre 
pacientes com RSA e mulheres-controle (Tabela 17). 
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TABELA 17 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DE PORTADORES DE COMBINAÇÕES DE 
GRUPOS ALÉLICOS DE HLA-DRB1  E VARIANTES ALÉLICAS  DE IL10 (-592 
C>A) ENTRE  PACIENTES COM RSA (N=58) E MULHERES-CONTROLE (N=70)  
Pacientes (N=58) Controles (N=70) Grupo alélico  
 
Alelo 
 n % n % 
p 
DRB1*01 IL10-592*A   3   2,59   1   0,71 0.328 
DRB1*01 IL10-592*C 11   9,48   9   6,43 0,489 
DRB1*03 IL10-592*A   1   0,86   0   0,00 0.457 
DRB1*03 IL10-592*C   7   6,03   9   6,43 1 
DRB1*04 IL10-592*A   4   3,45   5   3,57 1 
DRB1*04 IL10-592*C 10   8,62 13   9,29 1 
DRB1*07 IL10-592*A   3   2,59   2   1,43 0,662 
DRB1*07 IL10-592*C   8   6,90 14   10,00 0.505 
DRB1*08 IL10-592*A   3   2,59   4   2,86 1 
DRB1*08 IL10-592*C   5   4,31   5   3,57 0,759 
DRB1*09 IL10-592*C   0   0,00   4   2,86 0.128 
DRB1*10 IL10-592*C   1   0,86   4   2,86 0,374 
DRB1*11 IL10-592*A   2   1,72   7   5,00 0.189 
DRB1*11 IL10--592*C 15 12,93 12   8,57 0,310 
DRB1*12 IL10-592*A   2   1,72   3   2,14 1 
DRB1*12 IL10-592*C   2   1,72   5   3,57 0.463 
DRB1*13 IL10-592*A   4   3,45   4   2,86 1 
DRB1*13 IL10-592*C 13 11,21 14 10,00 0,840 
DRB1*14 IL10-592*A   4   3,45   4   2,86 1 
DRB1*14 IL10-592*C   3   2,59   6   4,29 0.518 
DRB1*15 IL10-592*A   3   2,59   5   3,57 0,735 
DRB1*15 IL10-592*C   8   6,90   4   2,86 0.144 
DRB1*16 IL10-592*A   2   1,72   2   1,43 1 
DRB1*16 IL10-592*C   2   1,72   4   2,86 0,691 
ρ= valor de p 
6.4.3 Freqüências Haplotípicas de HLA-DRB1/TNF (-308 G>A) em Pacientes Com 
RSA e Mulheres-Controle  
A comparação da distribuição dos haplótipos de HLA-DRB1 e TNF (-308 






TABELA 18 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS (>0,01) DOS HAPLÓTIPOS HLA-DRB1/TNF 




(N=70)   Haplótipos 
n % n % p 
DRB1*0101 TNF-308*A   5 4,31   1 0,71 0,097 
DRB1*0101 TNF-308*G   5   4,31   5   3,57 0,76 
DRB1*0102 TNF-308*G   3   2,59   3   2,14 1 
DRB1*0301 TNF-308*A   3   2,59   4   2,86 1 
DRB1*0301 TNF-308*G   5   4,31   5   3,57 0,76 
DRB1*0401 TNF-308*G   2   1,72   1   0,71 0,593 
DRB1*0402 TNF-308*G   3   2,59   6   4,29 0,519 
DRB1*0404 TNF-308*G   1   0,86   3   2,14 0,632 
DRB1*0405 TNF-308*G   2   1,72   4   2,86 0,693 
DRB1*0701 TNF-308*G 11   9,48 15 10,71 0,833 
DRB1*0801 TNF-308*G   2  1,72   3   2,14 1 
DRB1*0802 TNF-308*G   2  1,72   2   1,43 1 
DRB1*0901 TNF-308*G   -   0,00   4   2,86 0,13 
DRB1*1001 TNF-308*G   1   0,86   3   2,14 0,628 
DRB1*1101 TNF-308*G   8   6,90 16 11,43 0,275 
DRB1*1104 TNF-308*G   6   5,17   1   0,71 0,051 
DRB1*1201 TNF-308*G   4   3,45   6   4,29 1 
DRB1*1301 TNF-308*G 10   8,62 11   7,86 0,824 
DRB1*1302 TNF-308*G   5   4,31   2   1,43 0,242 
DRB1*1303 TNF-308*G   1   0,86   3   2,14 0,632 
DRB1*1401 TNF-308*G   4  3,45   6   4,29 1 
DRB1*1402 TNF-308*G   1   0,86   3   2,14 0,624 
DRB1*1501 TNF-308*G   5   4,31   7   5,00 1 
DRB1*1502 TNF-308*G   3   2,59   1   0,71 0,326 
DRB1*1601 TNF-308*G   3   2,59   3   2,14 1 
DRB1*1602 TNF-308*G   1   0,86   3   2,14 0,632 
ρ= valor de p 
A distribuição dos haplótipos considerando-se os grupos alélicos de HLA-
DRB1 e TNF (-308 G>A), entre pacientes com RSA e mulheres-controle, foi 
comparada, e não foi encontrada diferença estatisticamente significativa entre as 
mesmas (Tabela 19). 
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TABELA 19 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS HAPLOTÍPICAS HLA-DRB1 (GRUPO 
ALÉLICO)/TNF (-308 G>A) ENTRE PACIENTES COM RSA (N=58) E MULHERES-
CONTROLE (N=70)  
Haplótipo Pacientes (N=58) Controles (N=70)  
 n % n % p 
DRB1*01 TNF-308*A   6   5,17   1   0,71 0,051 
DRB1*01 TNF-308*G   8   6,90   9   6,43 1 
DRB1*03 TNF-308*A   3   2,59   4   2,86 1 
DRB1*03 TNF-308*G   5   4,31   5   3,57 0,761 
DRB1*04 TNF-308*A   2   1,72   1   0,71 0,592 
DRB1*04 TNF-308*G 12 10,34 17 12,14 0,697 
DRB1*07 TNF-308*A   0   0,00   1   0,71 - 
DRB1*07 TNF-308*G 11   9,48 15 10,71 0,839 
DRB1*08 TNF-308*A   1   0,86   3   2,14 0,627 
DRB1*08 TNF-308*G   7   6,03   6   4,29 0,586 
DRB1*09 TNF-308*G   -   0,00   4   2,86 0,126 
DRB1*10 TNF-308*A   0   0,00   1   0,71 - 
DRB1*10 TNF-308*G   1   0,86   3   2,14 0,628 
DRB1*11 TNF-308*A   1   0,86   0   0,00 0,452 
DRB1*11 TNF-308*G 16 13,79 19 13,57 1 
DRB1*12 TNF-308*A   0   0,00   2   1,43 0,507 
DRB1*12 TNF-308*G   4   3,45   6   4,29 1 
DRB1*13 TNF-308*A   0   0,00   2   1,43 0,507 
DRB1*13 TNF-308*G 17 14,66 16 11,43 0,452 
DRB1*14 TNF-308*A   1   0,86   0   0,00 - 
DRB1*14 TNF-308*G   6   5,17 10   7,14 0,609 
DRB1*15 TNF-308*A   2   1,72   0   0,00 0,202 
DRB1*15 TNF-308*G   9   7,76   9   6,43 0,810 
DRB1*16 TNF-308*G   4   3,45   6   4,29 1 
ρ=valor de p 
6.4.4 Freqüências Alélicas de HLA-DRB1 E IFNG (+874 T>A) em Pacientes Com 
RSA e Mulheres-Controle 
A análise combinada da distribuição dos portadores das variantes alélicas 
de HLA-DRB1 e IFNG (+874 T>A) com freqüência superior a 1% entre pacientes 
com RSA e mulheres-controle foi realizada, e foi encontrada distribuição similar 




TABELA 20 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS (>0,01) DOS PORTADORES DAS 
VARIANTES ALÉLICAS DE HLA-DRB1 E IFNG (+874 T>A) ENTRE PACIENTES 
COM RSA (N=58) E MULHERES-CONTROLE (N=70)  
Alelos Pacientes (N=58)  Controles (N=70) 
 
p 
 n % n %  
DRB1*0101 INFG+874*A   7   6,03   5   3,57 0,377 
DRB1*0101 INFG+874*T   3   2,59   1   0,71 0,332 
DRB1*0102 INFG+874*A   1   0,86   3   2,14 0,633 
DRB1*0301 INFG+874*A   6   5,17   6   4,29 0,774 
DRB1*0301 INFG+874*T   2   1,72   3   2,14 1 
DRB1*0402 INFG+874*A   1   0,86   3   2,14 0,63 
DRB1*0402 INFG+874*T   2   1,72   3   2,14 1 
DRB1*0404 INFG+874*A   3   2,59   2   1,43 0,662 
DRB1*0405 INFG+874*A   1   0,86   4   2,86 0,385 
DRB1*0701 INFG+874*A   9   7,76 10   7,14 1 
DRB1*0701 INFG+874*T   2   1,72   6   4,29 0,302 
DRB1*0802 INFG+874*T   2   1,72   3   2,14 1 
DRB1*0901 INFG+874*A   -   0,00   4   2,86 0,125 
DRB1*1101 INFG+874*A   6   5,17 13   9,29 0,232 
DRB1*1101 INFG+874*T   2   1,72   3   2,14 1 
DRB1*1201 INFG+874*A   3   2,59   6   4,29 0,524 
DRB1*1301 INFG+874*A   2   1,72   4   2,86 0,698 
DRB1*1301 INFG+874*T   8   6,90   9   6,43 1 
DRB1*1302 INFG+874*T   5   4,31   2   1,43 0,247 
DRB1*1303 INFG+874*T   1   0,86   3   2,14 0,629 
DRB1*1401 INFG+874*A   1   0,86   4   2,86 0,379 
DRB1*1401 INFG+874*T   4   3,45   2   1,43 0,411 
DRB1*1501 INFG+874*T   7   6,03   5   3,57 0,393 
DRB1*1601 INFG+874*A   3   2,59   3   2,14 1 
ρ=valor de p 
A distribuição de portadores de grupos alélicos de HLA-DRB1 e alelos de 
IFNG (+874 T>A) foi comparada entre pacientes com RSA e mulheres-controle, e 





TABELA 21 - COMPARAÇÃO DAS FREQÜÊNCIAS DOS PORTADORES DE GRUPOS 
ALÉLICOS DE HLA-DRB1 E ALELOS DE IFNG (+874 T>A) ENTRE PACIENTES 
COM RSA (N=58) E MULHERES-CONTROLE (N=70)  
Pacientes (N=58) Controles (N=70) Grupo alélico Alelo 
n % n % 
p 
DRB1*01 INFG+874*T   5   4,31   6   4,29 1 
DRB1*01 INFG+874*A   9   7,76   4   2,86 0,094 
DRB1*03 INFG+874*A   6   5,17   6   4,29 0,771 
DRB1*03 INFG+874*T   2   1,72   3   2,14 1 
DRB1*04 INFG+874*A 10   8,62 12   8,57 1 
DRB1*04 INFG+874*T   4   3,45   6   4,29 1 
DRB1*07 INFG+874*A   9   7,76 10   7,14 1 
DRB1*07 INFG+874*T   2   1,72   6   4,29 0,298 
DRB1*08 INFG+874*A   1   0,86   3   2,14 0,628 
DRB1*08 INFG+874*T   7   6,03   6   4,29 0,581 
DRB1*09 INFG+874*A   0   0,00   4   2,86 0,126 
DRB1*10 INFG+874*A   1   0,86   2   1,43 - 
DRB1*10 INFG+874*T   0   0,00   2   1,43 - 
DRB1*11 INFG+874*A 13 11,21 15 10,71 1 
DRB1*11 INFG+874*T   4   3,45   4   2,86 1 
DRB1*12 INFG+874*A   3   2,59   6   4,29 0,513 
DRB1*12 INFG+874*T   1   0,86   2   1,43 - 
DRB1*13 INFG+874*A   3   2,59   4   2,86 1 
DRB1*13 INFG+874*T 14 12,07 14 10,00 0,687 
DRB1*14 INFG+874*A   2   1,72   8   5,71 0117 
DRB1*14 INFG+874*T   5   4,31   2   1,43 0,245 
DRB1*15 INFG+874*A   2   1,72   2   1,43 1 
DRB1*15 INFG+874*T   9   7,76   7   5,00 0,438 
DRB1*16 INFG+874*A   4   3,45   5   3,57 1 
DRB1*16 INFG+874*T   0   0,00   1   0,71 - 














Este estudo caso-controle investigou a variação genética presente nos 
genes IL10, TNF, IFNG, HLA-DQB1 e HLA-DRB1 e sua relação com o 
abortamento espontâneo recorrente. 
As tentativas de se explicar o enigma da sobrevivência fetal são tão antigas 
quanto a própria imunogenética. A Imunologia da Reprodução tornou-se uma 
nova área de estudo que se originou da Imunologia dos Transplantes. Os 
investigadores partiam da premissa de que o feto poderia ser considerado um alo-
enxerto e se submeteria às leis de rejeição ou compatibilidade. Hoje, métodos 
imunológicos de investigação mais sofisticados têm sido utilizados, buscando 
definir com maior clareza os mecanismos de imunorregulação em uma gravidez 
normal ou em uma gravidez que termina em aborto. 
Entre os problemas que afetam a gravidez está o RSA idiopático que 
ocorre freqüentemente durante o primeiro trimestre. Esse é o período no qual a 
placenta é formada, e o abortamento pode ocorrer como conseqüência do 
desenvolvimento anormal da unidade feto placentária.  
Os abortos espontâneos podem resultar de diferentes causas: 
anormalidades cromossômicas presentes no embrião e/ou nos pais, disfunções 
hormonais, alterações anatômicas, doenças auto-imunes e infecções no trato 
reprodutivo materno. No entanto, todas essas causas respondem por cerca de 
60% das perdas gestacionais recorrentes em populações humanas. É provável 
que cerca da metade das restantes, possa ser atribuída a causas imunes e/ou 
genéticas ainda não-elucidadas (COULAM, 1986; COULAM e STERN, 1994). 
Vários fatores relacionados ao sistema imune podem se somar levando ao RSA 
idiopático, incluindo o reconhecimento de antígenos paternos presentes na 
unidade fetoplacentária pelo sistema imune materno, seguido pela destruição do 
feto, embora as evidências para isso sejam limitadas. Há um tráfego bidirecional 
de células e ácidos nucléicos entre mãe e feto. No terceiro trimestre da gravidez 
100% de amostras de plasma materno apresentam DNA fetal (BIANCHI e 




7.1  FREQÜÊNCIAS ALÉLICAS E GENOTÍPICAS DE IL10 (-1082 G>A, -819 
C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) E IFNG (+874 T>A) NAS AMOSTRAS DE 
MULHERES-PACIENTES COM RSA E NAS MULHERES-CONTROLE 
Variações genéticas nos genes que codificam citocinas são 
significativamente diferentes entre populações (COX et al., 2001; MEENAGH et 
al., 2002; HOFFMANN et al., 2002).  
Na investigação dos polimorfismos genéticos de IL10 (-1082 G>A, -819 
C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) não foram observadas 
diferenças relativas à distribuição da variação genética nesses genes quando se 
comparou mulheres-pacientes com RSA (N=61) e mulheres-controle (N=75).   
Estes resultados são coincidentes com os dados de uma pesquisa 
realizada na Finlândia por KARHUKORPI et al. (2001) que não encontraram 
diferenças com relação às freqüências alélicas de IL10*–1082G e IL10*-1082A 
entre 38 mulheres caucasóides com RSA e 131 mulheres-controle pareadas 
etnicamente. Estes resultados também são coincidentes com os dados de 
BABBAGE et al. (2001) que, no Reino Unido, investigaram o polimorfismo dos 
genes TNF (-308 G>A), IL10 (-1082 G>A) e IFNG (+874 T>A) em 43 mulheres 
com RSA e 73 controles caucasóides, e também não encontraram diferenças com 
relação à distribuição das freqüências alélicas entre pacientes e controles. Estes 
resultados também são coincidentes com resultados encontrados por 
PIETROWSKI et al. (2004), na Áustria, que analisaram dois polimorfismos  do 
gene TNF (-308 G>A e -863 C>A) em 168 mulheres caucasóides com RSA e em 
212 mulheres-controle, e não encontraram associação entre esses polimorfismos 
e o RSA. 
Há resultados conflitantes entre estes resultados e aqueles obtidos por 
DAHER et al. (2003), PRIGOSHIN et al. (2004) e KAMALI-SARVESTANI et al. 
(2005).  DAHER et al. (2003), no Brasil, investigaram o polimorfismo dos genes 
TNF, IL10 e IFNG em 48 mulheres com RSA e 108 controles caucasóides, 
obtendo os seguintes resultados: associação significativa com o genótipo 
relacionado a alto produtor de INF-γ (+874 TT, OR=1,92 ρ=0,04) e IL-10 (-1082 
GG, OR=1,75, ρ=0,03), e uma tendência para associação com os genótipos alto-
produtores de TNF-α (-308 AA a AG, OR=1,61, ρ=0,18). PRIGOSHIN et al. 
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(2004), na Argentina, também com relação aos mesmos polimorfismos, em 41 
mulheres com RSA e 54 mulheres controle, obtiveram os seguintes resultados: (1) 
não há evidência de associação com TNFA e IL10 (2) associação significativa 
entre RSA versus controles no que concerne a IFNG (+874 T>A): o genótipo TA 
estava aumentado em pacientes em comparação com o grupo controle (65% 
versus 35,8%, ρ=0,01) e havia uma diminuição estatisticamente significativa  na 
freqüência do genótipo AA (baixo-produtor) entre o grupo de pacientes em 
comparação com o grupo controle (20% versus 42,5%, ρ=0,04). KAMALI-
SARVESTANI et al. (2005), no Irã, também investigaram polimorfismos 
relacionados aos  genes  TNF (-308 G>A),   IFNG (+874 T>A) e  IL10 (-592  C>A, 
-819 C>T e -1082 G>A) em 139 pacientes com RSA e 143 mulheres-controle, e 
os resultados indicaram associação positiva significativa entre o genótipo CC de 
IL10 (-592 C>A) (63%nas pacientes e 46% nas mulheres-controle; OR=0,51, IC 
95% [0,3-0,85]; p<0,01) e RSA. 
Os dados conflitantes, encontrados na literatura, relacionados ao RSA 
poderiam ser explicados em decorrência do não-pareamento entre controles e 
pacientes o que poderia levar à associações espúrias. Há, ainda, uma propensão 
a publicar somente resultados positivos relacionados a estudos de associação.  
Os dados conflitantes ainda poderiam ser explicados pelo fato de as  
freqüências alélicas e genotípicas dos  polimorfismos estarem associadas à 
composição étnica da população. Polimorfismos relacionados aos genes 
codificantes das citocinas mostram diferenças significativas entre diferentes 
populações (COX et al., 2001; MEENAGH et al., 2002; HOFFMANN et al., 2002).  
Há relatos, na literatura, sobre diferenças individuais na produção dessas 
citocinas, interpretadas como diferenças herdáveis e dependentes do genótipo 
(HUTCHINSON et al., 1999). 
Níveis diferenciais na produção de citocinas como alto, intermediário e 
baixo podem ser inferidos de acordo com o genótipo do indivíduo (PERREY et al. 
1998,1999). No entanto, pouco se conhece sobre o impacto da variação genética 
e as reais implicações desse polimorfismo genético dos genes investigados no 
presente trabalho sobre a produção de citocinas. Além do mais, seus produtos 
gênicos (citocinas) interagem numa rede intrincada de fenômenos imunológicos  
com mecanismos de regulação também muito complexos e são capazes de 
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mediar uma ampla gama de interações imunes e do desenvolvimento, mas sua 
função biológica não está totalmente elucidada. O que se conhece é que várias 
citocinas apresentam similaridade de atuação, o que poderia compensar o efeito 
de uma mutação associada com fenótipos baixo/alto produtor de uma delas. 
Conforme argumentado por HUTCHINSON et al. (1999) a resposta imune varia 
de um indivíduo para outro, e a produção de citocinas está parcialmente sujeita ao 
controle genético.  
A identificação de genótipos e seus respectivos fenótipos de produção 
(alto, intermediário e baixo) podem contribuir e ser de grande importância para o 
entendimento do sucesso de uma gestação, uma vez que as evidências clínicas 
sugerem que uma expressão exacerbada de citocinas pró-inflamatórias está 
associada com perdas gestacionais. 
 Existindo um polimorfismo funcional associado a certas citocinas, é de se 
pensar que mulheres com abortos recorrentes espontâneos apresentem uma 
predisposição genética para uma expressão aumentada dessas citocinas (REID 
et al., 2001). Este estudo não teve o objetivo de investigar esse aspecto e sim, se 
a variação genética presente nos genes IL10 (-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), 
TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) está associada ao prognóstico gestacional.  
7.2  CITOCINAS PRÓ-INFLAMATÓRIAS TNF-α e INF-γ 
A análise combinada de polimorfismos nos genes TNF (-308 G>A) e IFNG 
(+874 T>A) foi realizada com a finalidade de verificar se uma possível interação 
sinergística entre os mesmos poderia estar associada com distúrbios 
gestacionais. Os resultados permitiram concluir que não há evidências de que 
ambos estejam interagindo ou mesmo atuando com efeito aditivo no que se refere 
à predisposição ao RSA.   
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7.3 GENES HLA-DQB1 E HLA-DRB1   
7.3.1 Alelos /Genótipos HLA-DQB1 e RSA    
No presente trabalho, os alelos do locus HLA-DQB1 de 59 pacientes com 
RSA e 73 controles foram tipificados, e as freqüências genotípicas desse locus se 
encontram em equilíbrio de Hardy-Weinberg. Os resultados da análise entre 
genótipos, considerando-se os grupos alélicos, permitiu concluir que indivíduos 
HLA-DQB1*02/HLA-DQB1*03 (heterozigotos) são mais freqüentes no grupo 
controle (21%) quando comparados com o grupo paciente (5%) (ρ=0,011 OR= 
0,21 [0,06 – 0,75] com um índice de confiança de 95%) (Tabela 9), sugestivo de 
que esse genótipo possa conferir proteção ao RSA. No entanto, a análise dos 
resultados ao nível alélico sugere que o efeito protetor que, na análise anterior se 
mostrou associado ao genótipo HLA-DQB1*02 / HLA-DQB1*03, na realidade 
poderia ser atribuído à combinação genotípica HLA-DQB1*0202/HLA-DQB1*0301 
(Tabela 8) que seriam os fatores determinantes de proteção ao RSA.  
 A tolerância imunológica ao trofoblasto é geralmente crítica para o sucesso 
da gravidez. Antígenos particulares do trofoblasto podem induzir uma resposta 
imune materna que é benéfica, levando à produção de anticorpos bloqueadores e 
mediadores da resposta imune (citocinas) com a conseqüente indução de 
padrões Th1 ou Th2. 
Entre as causas que levam ao abortamento recorrente, o dano dos tecidos 
embrionários (como o sinciciotrofoblasto) mediado por mecanismos aloimunes foi 
proposto e pode-se supor que moléculas HLA de classe II maternas estejam 
envolvidas (CHRISTIANSEN et al., 1996). O mecanismo pelo qual moléculas HLA 
de classe II conferem suscetibilidade ao RSA pode ocorrer mediante a 
predisposição à hipersecreção de citocinas embriotóxicas como TNF-α, IFN-γ e 
LT-α, especialmente as duas últimas, cuja hipersecreção, in vitro, é ativada em 
linfócitos de mulheres férteis normais pelos linfócitos de mulheres suscetíveis a 
RSA (CHRISTIANSEN, 1999; HILL, POLGAR y ANDERSON, 1995; YAMADA, 
POLGAR y HILL, 1994). Há evidências de que existe uma interação bidirecional 
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entre o sistema imune materno e o aparato reprodutivo durante a gravidez, e o 
sistema imune materno tanto pode estimular como inibir a unidade fetoplacentária 
(WEGMANN et al. 1993). As respostas dos linfócitos Th aos antígenos solúveis 
são restritas a indivíduos que possuem certas moléculas HLA-DR e –DQ. Por 
esse mecanismo, moléculas HLA-DR e –DQ apresentam associação com uma 
série de doenças auto-imunes (TODD et al., 1988). Muitos casos de RSA 
poderiam ser conseqüência de uma resposta prejudicial das células Th restritas a 
moléculas HLA de classe II contra um ou muitos antígenos do trofoblasto 
(CHRISTIANSEN et al., 1999) uma condição semelhante a uma doença auto-
imune órgão-específico (BACH, 1995).  
Para que ocorra a implantação, de acordo com a hipótese de Wegmann, há 
necessidade da presença de uma reação imunológica, cujo ponto central pode ser 
o reconhecimento de antígenos paternos (aloantígenos) que elicitaria uma 
resposta imune por parte do sistema imune materno. Tal reconhecimento 
envolveria a apresentação de antígenos paternos (como HLA-G) por parte de 
células apresentadoras de antígenos maternas presentes na interface materno-
(fetal), onde os epítopos se encaixariam com maior ou menor afinidade. O efeito 
protetor de HLA-DQB1*02(02) juntamente com o alelo HLA-DQB1*03(01) poderia 
estar relacionado ao efeito aditivo desses alelos em apresentar epítopos paterno-
derivados levando a uma resposta protetora contra o abortamento recorrente.  
Outros pesquisadores também encontraram associação entre alelos HLA-
DQB1 e o RSA como Wang et al. (2004), cujos estudos realizados em amostra de 
mulheres chinesas mostraram que a freqüência dos alelos HLA-
DQB1*0604/*0605 em pacientes com RSA estava significativamente aumentada 
nas pacientes (ρ=0,0128 e Risco Relativo = 5), enquanto a freqüência dos alelos 
HLA-DQB1*0501/0502 estava significativamente diminuída entre as pacientes 
com RSA (ρ= 0,0426 e Risco Relativo= 0,26) quando comparadas às mulheres-
controle.  
Diferentes populações podem apresentar diferentes alelos associados com 
uma mesma patologia como no caso do RSA idiopático, pois os polimorfismos 
genéticos são significativamente diferentes entre as diferentes populações. 
 
 77
7.3.2  Alelos/Genótipos HLA-DRB1 e RSA 
 
Os alelos do locus HLA-DRB1 de 59 pacientes com RSA e 72 controles 
foram tipificados, e as freqüências genotípicas deste locus se encontram em 
equilíbrio de Hardy-Weinberg. Não houve diferença estatística quando se 
compararam as freqüências, considerando os grupos alélicos entre pacientes e 
controles, mas a comparação das freqüências alélicas entre pacientes e controles 
demonstrou diferença no que se refere ao alelo HLA-DRB1*1104, o qual está 
presente em 6% das pacientes e em 1% dos controles (ρ=0,045). O valor do Odds 
Ratio é de 6,76 (0,67-57,71) com índice de confiança de 95%, indicando uma 
freqüência ligeiramente aumentada do referido alelo entre as pacientes (Tabela 
10). No entanto, esse resultado é inconclusivo, provavelmente devido ao tamanho 
da amostra e deve ser analisado em estudo mais abrangente. 
Considerando o papel biológico desempenhado pelas moléculas HLA, 
poderíamos hipotetizar que as moléculas HLA-DRB1*1104, presentes nas células 
apresentadoras de antígenos (APCs) maternas,  poderiam ser ineficazes na 
apresentação de epítopos paterno-derivados aos linfócitos Th, não estimulando, 
portanto, uma resposta imune benéfica à implantação, dependente de anticorpos 
bloqueadores, entre outros componentes relacionados à resposta imune 
adaptativa.   
Ou, pelo contrário, a molécula HLA-DRB1*1104 seria mais eficaz na 
indução de uma resposta exacerbada contra antígenos paterno-derivados que 
seria deletéria, desviando, por exemplo, o balanço Th1/Th2 para Th1. 
Outros pesquisadores descreveram associações diferentes entre RSA e 
alelos HLA. Através de métodos sorológicos, TAKAMIZAWA et al. (1987) 
encontraram uma freqüência aumentada de alelos HLA-DR1 e –DRw8 em 
mulheres japonesas com RSA, mas sem significado estatístico. Posteriormente, 
SASAKI et al. (1997) usando o método PCR-SSP, observaram aumento 
significativo na freqüência de alelos HLA-DR4 em mulheres japonesas com RSA. 
CHRISTIANSEN et al. (1994, 1996, 1999) relataram que marcadores genéticos 
maternos HLA-DR1, -DR3 e -DR10 poderiam estar envolvidos no abortamento 
espontâneo em população dinamarquesa. CHRISTIANSEN et al. (1998) 
encontraram associação entre alelos HLA-DR3 em pacientes com RSA que 
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apresentavam anticorpos antinucleares e anticorpos anticardiolipina. No Japão, 
TAKAKUWA et al. (2003), através da técnica PCR-RFLP, encontraram a 
freqüência de HLA-DRB1*1502 aumentada em pacientes com relação a controles, 
mas a diferença não foi significativa após correção. KRUSE et al. (2004), em uma 
meta-análise, confirmaram a influência do alelo HLA-DR*03 ou alelos de outros 
genes em desequilíbrio de ligação no RSA em mulheres com abortamento 
primário e secundário, nas quais havia a presença de auto-anticorpos 
anticardiolipina e antinucleares. 
Os resultados, aparentemente conflitantes, poderiam ser explicados pelo 
fato de que freqüências alélicas e genotípicas relacionadas aos polimorfismos 
genéticos são significativamente diferentes entre populações e ainda pelo fato de 
as amostras analisadas apresentarem um componente imunológico distinto como 
a presença de auto-anticorpos séricos nas pacientes com RSA, o que não ocorreu 
na nossa pesquisa, que se restringiu àquelas pacientes com RSA de causa 
desconhecida.  
7.3.3 Interações Gênicas Entre HLA-DRB1 e HLA-DQB1, IL10 (-1082 G>A, -592 
C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) no RSA  
O RSA idiopático é certamente uma condição complexa e relacionada a 
muitos genes (multifatorial). Vários produtos gênicos, incluindo o HLA, 
provavelmente, atuam nesse contexto fazendo parte de uma rede intrincada de 
interações que incluem genes codificantes de citocinas e outros componentes da 
resposta imune. 
Com o objetivo de verificar a ocorrência de uma possível interação gênica 
entre HLA-DRB1 e HLA-DQB1, IL10 (-1082 G>A, -592 C>A), TNF (-308 G>A) e 
IFNG (+874 T>A) no RSA, foram realizadas as análises comparando-se a 
distribuição dos haplótipos HLA-DRB1/HLA-DQB1 entre pacientes e controles, 
bem como a distribuição dos genótipos HLA-DRB1 e IL10 (-1082 G>A, -592 C>A), 
TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A) e não foram detectadas quaisquer 
associações que pudessem ser sugestivas de interações entre os citados genes e 





 Não foi observada associação entre variantes alélicas e genotípicas de IL10 
(-1082 G>A, -819 C>T, -592 C>A), TNF (-308 G>A) e IFNG (+874 T>A), 
individualmente ou combinadas, sugerindo que estas não influenciam na 
predisposição ou proteção ao RSA. 
 Foi identificada uma associação positiva entre HLA-DRB1*1104 e o RSA o 
que sugere que este alelo é um fator genético de predisposição ou, que está 
em desequilíbrio de ligação com o verdadeiro alelo de suscetibilidade.  
 Foi detectada uma associação negativa com o genótipo HLA-DQB1*02 / 
HLA-DQB1*03  e o RSA, o que sugere um efeito protetor deste genótipo. 
 Não foi observada associação com o RSA na análise dos haplótipos 
constituídos de variantes alélicas de HLA-DRB1 e de HLA-DQB1, bem como 
de variantes alélicas de HLA-DRB1 e de TNF (-308 G>A). 
 Não foi observada associação com o RSA a partir da análise de 
combinações de variantes alélicas de HLA-DRB1 e IL-10 (-1082 G>A, -592 
C>A), bem como da combinação de variantes alélicas de HLA-DRB1 e de 
IFNG (+874 T>A). 
Em função do importante papel biológico e clínico do Sistema HLA, bem 
como dos genes que codificam moléculas imunomoduladoras da resposta imune, 
incluindo as citocinas, o papel desempenhado por essas moléculas permanece, 
ainda, no campo das especulações e estudos multicêntricos, envolvendo um 
número maior de indivíduos, poderão contribuir para elucidar a participação 
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APÊNDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
a)  Você está sendo convidado a participar: 
como paciente  (    )  
como controle  (   ) de um estudo intitulado "DETECÇÃO DE MARCADORES 
MOLECULARES RELEVANTES NO PROGNÓSTICO E ACEITAÇÃO DO 
ALO-ENXERTO”. É através das pesquisas, inclusive básicas, que ocorrem os 
avanços na Medicina, e sua participação é de fundamental importância.  
b)  O objetivo desta pesquisa é tentar contribuir para que órgãos transplantados 
como o rim sejam melhor aceitos pelo receptor bem como contribuir para 
tentar esclarecer fenômenos relacionados aos abortos recorrentes de causas 
desconhecidas. E a participação de controles neste caso é de fundamental 
importância, pois através das comparações entre transplantes bem aceitos ou 
não é que poderemos chegar a fatos importantes, assim como entre aqueles 
casais com abortos de repetição e aqueles casais com número de dois ou 
mais filhos. 
c)  Caso você participe da pesquisa, será necessário que você forneça uma 
amostra de sangue (10 ml). 
d) O único inconveniente que você poderá experimentar é a dor pela picada na 
hora da coleta de sangue, bem como pequenos hematomas que possam vir a 
ocorrer, e que não causam dano a pacientes ou controles. 
e)  Não há riscos para você. 
f)  Para tanto você deverá comparecer ao LIGH, para a coleta do sangue. 
g)  A pesquisadora responsável pelo projeto, Profª. Maria da Graça Bicalho - fone: 
361-1729 poderá ser contactada no LIGH. 
h)  Está garantido que você terá todas as informações que você queira, antes, 
durante e depois da pesquisa. 
i)  A sua participação neste estudo é voluntária. Você tem a liberdade de recusar 
participar da pesquisa. 
j) As informações relacionadas à pesquisa poderão ser inspecionadas pelos 
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pesquisadores que executam a pesquisa e pelas autoridades legais, no 
entanto, se qualquer informação for divulgada em relatório ou publicação ou 
por qualquer meio, isto será feito de forma codificada, para que a 
confidencialidade seja mantida. 
l)  Todas as despesas necessárias para a realização da pesquisa ( exames ) não 
são de responsabilidade dos pacientes ou controles. 
m) Pela sua participação na pesquisa, você não receberá qualquer valor em 
dinheiro. 




Eu,_______________________________________ li o texto acima e compreendi  
a natureza e objetivo da pesquisa para a qual fui convidado a participar. A 
explicação que recebi menciona o fato relacionado à coleta de sangue e seus 
inconvenientes. Eu entendi que sou livre para interromper ou não participar da 
pesquisa. 
Eu concordo voluntariamente em participar desta pesquisa. 
 
_________________________      ___/ ___ /___    ____________     ___/ ___ /__ 









APÊNDICE 2 - PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO DE DNA PELA TËCNICA DE 
SALTING-OUT (LAHIRI et al.,1991) 
1. Coletar 10 mL de sangue com EDTA a 1%. 
2. Centrifugar a 2000 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente para formar 
uma camada superficial de células (buffy coat). 
3. Coletar a camada de células num tubo cônico Falcon de 15 mL e completar o 
volume com TKM1. O buffy coat coletado poderá também ser armazenado a 
-20°C para, em outro momento, descongelar e proceder à extração. 
4. Adicionar 125 mL (duas gotas aproximadamente) de IGEPAL CA630 
(substitui o NONIDET-P40) e tampar o tubo. 
5. Inverter sete vezes firmemente para misturar o detergente. 
6. Centrifugar a 2500 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. 
7. Desprezar o sobrenadante invertendo o tubo lentamente, cuidar para manter  
o botão de células formado no fundo. 
8. Completar para 10 mL com TKM1 e ressuspender o botão de células com 
Pipeta Pasteur. Finalizar com Vórtex por alguns segundos. 
9. Centrifugar a 2500 rpm por 20 minutos a temperatura ambiente. 
10. Desprezar o sobrenadante. 
11. Ressuspender delicadamente o botão com Pipeta Pasteur, adicionar 800 μl 
de TKM2 e transferir para um tubo tipo Eppendorf. 
12. Adicionar 50 μl de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) a 10% e homogeneizar. 
13. Incubar em banho-maria a 55 °C por pelo menos duas horas. 
14. Ao retirar, adicionar 300 μl de Cloreto de Sódio (NaCl) saturado a 6M e 
homogeneizar. 
15. Centrifugar a 12000 rpm por 10-20 minutos a temperatura ambiente. 
16. Verter o sobrenadante em um tubo de ensaio e descartar o precipitado de 
proteínas. O sobrenadante contém o DNA. 
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17. Adicionar dois volumes de Etanol 100%, gelado (estocado a -20°C até o 
momento do uso), tampar o tubo e inverter várias vezes até observar a 
formação de uma "nuvem branca" que é o DNA precipitado. 
18. "Pescar" o DNA com ponteira de micropipeta e passar para um tubo tipo 
Eppendorf. Acrescentar 1 mL de etanol 70% para lavar (se o DNA estiver 
escuro pode-se lavar até três vezes). Homogeneizar e dispensar o etanol. 
19. Colocar o tubo com DNA em estufa a 37°C até evaporação total do etanol 
restante ou deixar de um dia para outro (overnight) a temperatura ambiente.  
20. Ressuspender o DNA em 200 μl de tampão TE ou água Milli-Q. 
21. Levar ao banho-maria a 55°C por 45 minutos, para que o DNA reidrate. 
22. Retirar do banho-maria e deixar a 4°C (geladeira) por três dias. 






















































ANEXO 4 - FICHA DE ANÁLISE PARA TIPIFICAÇÃO DE HLA-DR 
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